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ZNACAJ ODREPIVANJA KONCENTRACIJE OSTEOPONTINA U PLAZMI
KAO POKAZATELJA PRISUSTVA MALIGNIH TUMORA JAJINIKA

Rezime

Danas ne postoji pouzdan dijagnosticki test ili imaging tehnika koja sa sigurnoséu moze
da diferencira maligne od benignih cisti jajnika. Ovarijalni tumori rastu kao kombinacija
cisticnih 1 solidnih formacija, Sto znatno otezava dijagnostiku. DonoSenje odluka se
bazira na klinickim pregledima, transvaginalnom ultrazvuku, kompjuterizovanoj
tomografiji ili magnetnoj rezonanciji, kao i na odredivanju tumorskih markera u krvi.
Pored ¢injenice da su u zadnje dve decenije ove tehnike znacajno usavrSene, i danas se
operiSe 7 od 10 benignih formacija da bi se otkrio jedan kancer ovarijuma. Pacijentkinje
se izlazu invazivnim hirurSkim intervencijama, bez sigurnog dokaza o postojanju
maligniteta, a povecava se i morbiditet od ove bolesti. Zato bi postavljanje sigurne i

ta¢ne preoperativne dijagnoze donelo i medicinski i socio-ekonomski benefit.

Od laboratorijskih markera u predikciji prisustva maligniteta jajnika najc¢eSce se koristi
i najbolje je proucen kancerski antigen CA125. Ovaj marker je povisen u 80% slucajeva
karcinoma jajnika koji su u odmaklom stadijumu, a samo kod 50% pacijentkinja koje su
u ranoj fazi bolesti. Danas se ¢esto u klini¢koj praksi koristi jo$ jedan marker human
epididymis protein HE4, koji je 2008. god. prihvatila FDA i odobrila njegovo
korisc¢enje. Ipak, zbog brojnih kontraverzi koje su o njemu objavljene jos uvek je u fazi
evaluacije. Smrtnost od ove bolesti ostala je nepromenjena u zadnje tri decenije i danas
je ovarijalni kancer najsmrtonosniji ginekolo$ki malignitet i peti uzrok smrti Zena
bolesnih od malignih bolesti. Rana dijagnostika bolesti ima veliki znac¢aj na konacan
ishod bolesti. Zna se da petogodisnje prezivljavanje ima 85-90% bolesnica koje su u
pocetnim stadijumima bolesti, a samo 25-30% bolesnica u kasnim fazama bolesti. Zato
postoji urgentna potreba da se potencijalni biomarkeri, ustanovljeni savremenim
molekularnim tehnikama, koji bi mogli da unaprede ranu dijagnostiku potvrde u praksi i

da se evaluira njihov klini¢ki znacaj.

Cilj rada bio je da se ispita dijagnosticka i prognosticka uloga osteopontina (OPN), u
dijagnostici tumora jajnika, kao i njegov prediktorski uticaj na ishod bolesti. Ispitan je
dijagnosticki potencijal (senzitivnost, specifi¢nost, pozitivna i negativna prediktivna
vrednost) OPN-a u predikciji karcinoma jajnika, kao i znacaj odredivanja OPN kod

razli¢itih histopatoloskih tipova tumora jajnika i FIGO stadijuma tumorske bolesti.



Karakteristike OPN-a su uporedenje sa Cetiri markera koji se danas najcesc¢e koriste u
dijagnostici tumora jajnika. Prognosticki znaaj osteopontina je ispitan pracenjem
bolesnica u periodu od 60 meseci i definisan u odnosu na prezivljavanje i smrtni ishod.
Cox-ovom regresionom analizom ispitan je prediktorski uticaj klinicko-patoloskih
varijabli i OPN-a na ishod bolesti. Takode, u ovom istrazivanju je vec¢i broj parametara
koji se koriste u dijagnostici tumora jajnika faktorskom analizom glavnih komponenti
(PCA) grupisan u tri slozena klastera: klaster anamnesti¢kih podataka, ultrazvucnih i

laboratorijskih podataka, kojima se raspolaze u proceni prirode adneksalnih masa.

U ovu prospektivnu randomiziranu klinicku studiju uklju¢eno je 157 ispitanica. One su
podeljene u tri grupe: pacijentkinje sa malignim tumorima ovarijuma (N=57),
pacijentkinja sa benignim tumorima jajnika (N=50), i kontrolna grupa zdravih ispitanica
(N=50). Bolesnicama koje su se zbog tegoba ili ultrazvukom dijagnostikovane ciste na
jajniku, javile na Kliniku za ginekologiju i akusSerstvo KCS, uzeti su klinicki i
demografski podaci. Pored rutinskih biohemijskih i hematoloskih parametara u plazmi
ispitanica odreden je nivo OPN-a metodom solid-phase sandwich enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA), a u serumu istih ispitanica odredeni su ostali tumor

markeri Chemiluminescent microparticle immunoassay metodom (CMIA).

Izmedu grupe bolesnica sa malignim 1 benignim cistama jajnika nije bilo znacajne
razlike u broju ispitanica, prosecnoj starosti 1 menopauzalnom statusu. Bolesnice sa
benignim cistama su bile mlade, ali ne statisti¢ki znacajno 1 bilo je u toj grupi vise radno
sposobnih Zena, dok su u grupi sa malignim tumorima bile znacajno ¢eS¢e bolesnice sa
pozitivnom porodi¢nom istorijom i sa simptomima bolesti. Rezultati su pokazali da
pozitivna porodi¢na istorija uvecava rizik za nastanak malignih tumora jajnika i do Sest
puta u ispitivanoj populaciji. U radu je dokazana statisticki znaCajna razlika u
koncentraciji OPN-a izmedu ispitivanih grupa: statisticki najvise vrednosti su bile u
grupi bolesnica sa malignim tumorima. U ispitivanim grupama izmedu razli¢itih
histopatoloskih tipova tumora ovarijuma nije dokazana statisticki znaCajna razlika u
vrednostima osteopontina: kako kod bolesnica sa benignim tumorima (p=0,621) tako i
kod malignih tumora (p=0,081) jajnika. Dokazana je statisticki znacajna razlika u
nivoima OPN-a u razli¢itim FIGO stadijumima karcinoma ovarijuma: visi stadijumi su
se karakterisali vi§im koncentracijama preoperativnog OPN-a u plazmi. Trend kretanja
vrednosti medijane OPN od benignih bolesti preko stadijuma FIGO | imao je pozitivan

tok, a sa pogorsanjem bolesti taj trend je imao znacajan korelacioni koeficijent, kako za



pre (R°=0,830) tako i za postmenopauzalne bolesnice (R?=0,993). Koncentracije OPN-a
znacajno su vise kod bolesnica sa malignim tumorom kada su u menopauzi u odnosu na
premenopauzalne bolesnice, samo u odmaklim stadijumima bolesti. Koncentracije
ostalih ispitivanih tumor markera CA125, HE4 i ROMA indeka statisticki su se
znacCajno razlikovale izmedu grupa, osim kod CEA i CA19,9 gde medu grupama nije
dokazana znacajna razlika. Osteopontin je u visoko signifikantnoj pozitivnoj korelaciji
sa uporedivanim markerima CA125 i HE4 u grupi bolesnica sa malignim tumorima.
ROC analizom je ispitan znacaj odredivanja OPN u predikciji malignih neoplazmi
jajnika. Rezultati su pokazali da se kod bolesnica ¢ija je koncentracija OPN veca od
340pg/L, sa verovatnocom od preko 80% se moze tvrditi da se radi o malignim cistama
ovarijuma. Uporedivanjem povrsina ispod ROC krive, kao pokazatelja korisnosti
dijagnostickih markera, izmedu OPN 1 ostalih tumor markera zaklju¢eno je da nema
statisticki znacajne razlike u ovim veli¢inama bilo da se radi o dijagnostici maligne
bolesti jajnika ili o pracenju progresije bolesti. Primena bilo koga od uporedivanih
markera, kao i ROMA indeksa moze se smatrati jednako pouzdanom.

Najbolji rezultati se dobijaju kada se udruze OPN+CA125, ili OPN+HE4 u multipli
marker Kkoji ima vecu senzitivnost i osetljivost od pojedina¢nih markera i znacajno
popravlja kvalitet pri trijazi bolesnica. OPN iako sli¢nog dijagnostickog potencijala kao
CA125 i HE4, predstavlja dobru dopunu postoje¢im markerima.

Primenom analize rizika utvrdeno je da je verovatnoca da ispitanice sa malignim
tumorima imaju OPN iznad 240 pg/L je 8 puta visa (OR=8,11) nego kod benignih
tumora, odnosno 44 puta visa (OR=44,63) nego kod zdravih ispitanica.

Po Cox-ovom regresionom modelu najbolju prediktivnu vrednost na ishod bolesti
imaju, osim povisene koncentracije OPN>240ug/L i FIGO stadijum tumorske bolesti
(HR=3,346), dok se znacajnost potpuno izgubila za histoloSki i nuklearni gradus u
predikciji smrtnog ishoda. Ova cut-off vrednost, dobijena analizom histograma
distribucije OPN-a svih u€esnica u ispitivanju imala je dijagnosticku ta¢nost od 72% i
sa verovatno¢om od 8 puta mogla da potvrdi da bolesnice koje imaju vrednost iznad 240
Mg/L pripadaju grupi sa malignim tumorima. Kaplan-Meier-ova kriva prezivljavanja
dokazuje znacajnu statisticku razliku u verovatno¢i prezivljavanja ispitanica sa OPN-om
ispod 240 pg/L i iznad 240 pg/L (Logrank test=4,656, p<0,031).

Kada se za cut-off vrednost OPN u analizi rizika uzme vrednost od 750 ug/L,
efikasnost trijaze bolesnica (DT) je 77,6% a verovatno¢a da bolesnice sa OPN >750

pug/L imaju maligni tumor jajnika je 13 puta visa (OR=12,76). Cox-ova analiza je



pokazala da najbolju prediktivnu vrednost na ishod bolesti imaju pored OPN>750ug/L
(HR=6,222) i FIGO stadijum tumorske bolesti (HR=9,616), dok se modelu pridruzila
znacajnost drugih klinicko-patoloskih parametara koji uvecavaju Sansu za smrtni ishod:
histoloski gradus (HR=1,881) 1 visi nuklearni gradus (HR=1,636), ve¢i rezidualni
tumor (HR=1,680) 1 veca starost bolesnice (HR=1,238).

Da bi smo redukovali i grupisali veliki broj podataka kojima raspolazemo u dijagnostici
malignih ovarijalnih neoplazmi u relativno mali broj faktora primenili smo faktorsku
analizu glavnih komponenti (PCA). Od 22 ispitivana parametara izdvojeno je tri
klastera identifikovanih kao ,.faktor anamneze* (simptomi, starost, menopauzalni
status, broj porodaja, porodi¢na istorija, BMI, godina menarhe), ,,faktor ultrazvu¢nih
parametara“ (prisustvo ascita, postojanje metastaza, lokularnost,dijametar tumora) i
,laboratorijski faktor“ (CA125, HE4, OPN, CEA, ROMA indeks) sa kojima je
objasnjeno 50,5% varijacija u sistemu. Prediktorska snaga od 71,5% vezana je za HE4,
72,6% varijabiliteta vezano je za Cal25, a 58% za OPN. Diskriminantnom kanoni¢kom
analizom je pokazano koji od tri klastera moze najpre da ukaze na prirodu adneksalnih
tumora. Znacaj OPN-a je izraZen standardizovanim kanonickim koeficijentom R=0,355
i tre¢i je u rangu analiziranih tumor markera. Kao najsnazniji prediktori za maligne
tumore izdvojili su se starost ispitanica i simptomi, zatim metastaze i lokularnost
tumora, kao i ROMA indeks.

KoriS¢enje biomarkera kao neinvazivnog 1 pristupacnog alata u postavljanju dijagnoze i

pracenju terapije, dobija sve ve¢i zamah u periodu personalizovane medicine.
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THE SIGNIFICANCE OF DETERMINATION OF PLASMA OSTEOPONTIN
LEVEL AS AN INDICATOR OF THE MALIGNANT OVARIAN TUMORS

Abstract

Presently, there is no reliable diagnostic test or imaging technique which may definitely
differentiate the malignant from the benign ovarian cysts. Ovarian tumors grow as a
combination of cystic and solid formations, what makes diagnostics more difficult.
Decision-making is based on the clinical examinations, transvaginal ultrasonography,
computerized tomography or magnetic resonance, as well as on determination of blood
tumor markers. In spite of the fact that these techniques have been significantly
improved and refined in the last two decades, still 7 to 10 benign formations are
operated to detect one cancer of the ovarium. Besides that the patients undergo
extensive surgical interventions, without any evidence-based malignancy, the morbidity
of this disease has been increasing. Therefore, safe and accurate preoperative diagnosis
will produce both medical and socioeconomic benefit. Out of laboratory markers for
prediction of ovarian malignancy, the most frequently used and best studied is a cancer
gene (CA-125). This marker is increased in 80% of cases with the advanced stage
ovarian cancer, and only 50% of patients with the disease in early stage. Today, one
additional marker is used in the clinical practice known as human epididymis protein 4
(HE4), approved and authorized by FDA in 2008, but the mortality remained unchanged
in the last 3 decades. Early diagnostics of this condition has a huge impact on the final
outcome of disease. It is known that as much as 85-90% of patients with the initial stage
of disease have five-year survival, while this proportion is only 25-30% in the late
phases of disease. Therefore, there is an urgent need for potential biomarkers
established by molecular techniques to be confirmed in practice and evaluated for their

clinical significance.

The objective of the study was to examine the diagnostic and prognostic role of
osteopontin  (OPN) in diagnostics of ovarian tumors. The diagnostic potential
(sensitivity, specificity, positive and negative predictive value) of OPN was examined in
prediction of the ovarian cancers as well as the significance of OPN determination in

various histological types of ovarian tumors and FIGO stages of tumor disease. OPN



characteristics were compared with four markers used currently for diagnostic of the
ovarian tumors. The prognostic significance of osteopontin was examined by following
the patients within 60-month period and defined in relation to survival rate and lethal
outcome. In addition, a number of study parameters used for diagnostics of ovarian
tumors was grouped by the factor analysis of principal components into three complex
clusters: the clusters of anamnestic data, and ultrasound and laboratory data, which were

available for evaluation of the nature of adnexal masses.

This prospective clinical study included 157 subjects. They were divided in three
groups: patients with the malignant ovarian tumor (N=57), patients with the benign
ovarian tumor (N=50), and the healthy controls (N=50). The patients who presented to
the Clinic for Gynecology and Obstetrics (CGA), Clinical Center of Serbia (CCS) due
to their difficulties or ovarian cysts diagnosed by ultrasound, were inspected for
obtaining clinical and demographic data. Other than regular biochemical and
hematological parameters, plasma OPN level was measured in subjects by solid-phase
sandwich enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), and other tumor markers were
determined in the serum of the same subjects by chemiluminescent microparticle

immunoassay (CMIA) method.

There was no significant difference in a number of subjects, mean age and menopausal
status between the patient groups with the malignant and benign ovarian cysts. The
patients with benign cysts were younger, not showing any statistical significance, and
this group included more working age women, the group with malignant tumors
included significantly more patients with the positive family history and the symptoms
of disease. The results showed that positive family history increased the risk of
malignant ovarian tumors up to six times in study population. The study verified the
significant difference in osteopontin level between study groups: the values were
highest in the patient group with the malignant tumors. No significant difference of
osteopontin level was found between various histological types of the ovarian tumors:
either in patients with benign (p=0.621) or malignant ovarian tumors (p=0.081).
However, significant difference of osteopontin levels was found in different FIGO
stages: OPN values were significantly lower in the initial phases of disease (FIGO | and
I1) in comparison to advanced stages (FIGO I1l and IV), while there was no significant
difference between FIGO I and I, as well as FIGO 11l and IV staging. OPN levels were

significantly higher in menopausal patients with malignant tumors in relation to



premenopausal subjects. The trend of median OPN values from benign disease to FIGO
stage | was positive, while as disease aggravated such trend had significant correlation
coefficient both in pre- (R?=0.830) and postmenopausal women (R?=0.993). The values
of other studied tumor markers CA125, HE4 and ROMA index were significantly
different between the groups, except for CEA and CA 19.9 where no significant
difference was found between the groups. There was a highly significant positive
correlation between the level of osteopontin and markers CA125 and HE4 in patients

with the malignant tumors.

ROC analysis was used to analyze the significance of OPN determination in prediction
of malignant ovarian neoplasms. The results showed that the OPN level higher than
340ug/L could indicate malignant ovarian cysts in these patients with over 80%
probability. The comparison of the areas under the ROC curves, being the indicator of
usefulness of diagnostic markers, revealed that there was no significant difference in the
levels of OPN and other tumor markers, either regarding the diagnostics of the ovarian
malignancy or follow-up of disease progression. The utilization of any of these

compared markers and ROMA index could be considered equally reliable.

The best results were obtained when OPN+CA125 or OPN+HE4 were joined together
in multiple markers which would have higher sensitivity and sensibility than individual
markers, and significantly improve the quality of patient triage.

The risk analysis could confirm that the probability for patients with malignant tumors
to have OPN level over 240 pg/L was 8 times higher (OR=8.11) when compared to
patients with benign tumors, and 44 times higher (OR=44.63) than for the healthy

controls.

Univariate Cox analysis estimated that the best predictive value in the outcome of
disease, besides OPN>240ug/L, was associated with FIGO staging (HR=3.346) while
histological and nuclear grades completely lost their significance. Kaplan-Meier
survival curve confirmed statistical difference in survival probability of patients with
OPN levels either lower or higher than 240ug/L (Log rank test=4.656, p<0.031). When
osteopontin cut-off value of 760ug/L was taken for the risk analysis, the efficacy of
patient triage (distribution of triage — DT) was 77.6%, and the probability for patients
with OPN values over 760ug/L to have malignant ovarian tumor was 13 times higher

(OR=12.76). Cox analysis showed that the best predictive value of disease outcome was



found, besides OPN>760ug/L (HR=6.222), with FIGO staging (HR=9.616), but the
model was joined by the significance of other clinical-pathological parameters
upgrading the probability of lethal outcome: histological grade (HR=1.881) and higher
nuclear grade (HR=1.636), bigger residual tumor (HR=1,680) and higher patient’s age
(HR=1.238).

For reduction and grouping of a large number of data available in diagnostics of
malignant ovarian neoplasms in relatively small number of factors, the Principal
component analysis (PCA) was applied. Out of 22 studied parameters, three clusters
were singled out, identified as “anamnestic factor” (symptoms, age, menopausal status,
number of births, family history, BMI, year of menarche), “factor of ultrasound
parameters” (ascites, metastases, locularity, tumor diameter), and “laboratory factor”
(CA-125, HE4, OPN, CEA, ROMA index) which explained 50.5% of variations in the
system. Prediction strength of 71.5% was associated with HE4, and variability of 72.6%
and 58% were connected with CA125 and OPN, respectively. Canonical discriminant
analysis showed which of these three groups of factors could suggest the nature of
adnexal tumors. OPN significance was expressed by standardized canonic coefficient
R=0,355 and it was in the third place among analyzed tumor markers. The age of
subjects and the symptoms were singled out as the most potent predictors of malignant

tumors, followed by metastases, tumor locularity and ROMA index.

The use of biomarkers as non-invasive and available tool for making diagnosis and

therapy monitoring has been in full swing in the time of personalized medicine.
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Skracenice koriséene u tekstu:

o ACOG Americ¢ko udruzenje akusera i ginekologa

e ASCO Americko udruzenje klini¢kih onkologa

e BLT Border line tumor-grani¢ni tumor epitelnog porekla
e BMI Indeks telesne tezine

e BRCA Humani tumor supresor gen

e CT Kompjuterizovana tomografija

e EGTM Evropska grupa za tumorske markere

e EOC Epitelni ovarijalni kancer

¢ ESMO Evropsko udruzenje medicinskih onkologa

e FIGO Internacionalna Federacija za ginekologiju iakuSerstvo
e HNPCC Nasledni nepolipni karcinom debelog creva

e IOTA Internacionalna grupa za analizu tumora jajnika

o KGA Klinika za ginekologiju i akuSerstvo

e LMT Tumor niskog stepena maligniteta

e MRT Magnetna rezonanca

e NACB Nacionalna Akademija za klinicku biohemiju

e NIH Nacionalni Institut za zdravlje

e OC Kancer jajnika

e OPN Osteopontin

e PCSO Sindrom policisti¢nih jajnika

e PET Pozitronska emisiona tomografija

e PLCO Randomizirana meta studija o skriningu karcinoma prostate,

pluca, creva i jajnika sprovedena u SAD-u

e RMI Indeks malignog rizika

e ROCA Rizik za ovarijalni kancer algoritam

¢ ROMA Rizik za dobijanje ovarijalnog maligniteta algoritam

e SCSOCS Randomizirana meta studija o skriningu karcinoma jajnika u
Japanu

e UKCTOS Randomizirana studija o skriningu karcinoma jajnika

sprovedena u Velikoj Britaniji
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1. UVOD
1.1. TUMORI JAINIKA

1.1.1. Definicija i klasifikacija tumora jajnika

Termin “tumor jajnika” obuhvata heterogenu grupu neoplazmi koja moze nastati iz bilo
kog tkiva jajnika: germinativnih ¢elija, stromalnog ili epitelno tkiva. Benigni tumori,
koji¢ine 94%svih ovarijalnih tumora, obi¢no su cisti¢ni: funkcionalne ciste (24%),
endometrioti¢ne ciste, tekaluteinske ciste, tumori epitelnih celija (cistadenomi) (oko

40%), zreli teratomi (iz germinativnih ¢elija), fibromi.

Maligni tumori jajnika ¢ine oko 6% ovarijalnih neoplazmi ali su i deseti najéesci
malignitet kod zena (3% svih kancera). U ovarijalne kancere spada vise razlicitih
tumorskih kategorija: epitelni tumori (karcinomi) (60-70%), grani¢ni tumori jajnika
epitelnog porekla-border line tumori, germinativno ¢elijski tumori (20-25%), tumori
porekla specijalizovanih ¢elija strome (5%) i metastatskitumori (10%) [1]. Unutar svake
od ovih kategorija postoji nekoliko histoloskih subtipova. Na prvom mestu po incidenci
i mortalitetu su epitelni karcinomi ovarijuma (EOC) (70%) koji su prema klasifikaciji
Svetske zdravstvene organizacije (WHO) i Internacionalne Federacije za ginekologiju i
akuSerstvo (FIGO) podeljeni na pet histoloskih tipova: serozni, mucinozni,
endometrioidni, karcinomi svetlihéelija i tranzicioni karcinomi [2]. Danas se sve vise
koristi nova Klasifikacija EOC: serozni visokog stepena malignosti, endometrioidni,
mucinozni, karcinom svetlih c¢elija, mucinozni i serozni karcinom niskog stepena
malignosti [3]. Ovih pet vrsta EOC mogu biti podeljeni i na subtipove(SI.1) i izmedu
sebe se ne razlikuju samo po histoloSkoj gradi veci i po tumor genezi, klinickojslici,
genskoj ekspresiji itd. Detekcija epitelnih karcinoma, najéeS¢e i najletalnije forme
ovarijalnog kancera, jedanas u centru mnogih istrazivanja i screening programa[4].
Maligni germinativni i stromalni tumori kao $to su granuloza cCelijski tumor su retki i

racuna se da na njih otpada 10% ili manje mailgnih ovarijalnih tumora.
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Slika 1. Incidenca ovarijalnog kancera prema histopatoloskim vrstama i petogodisnje
prezivljavanje kod svih tipova ovarijalnog kancera.Slika je preuzeta iz reference broj 5.

1.1.2. Epidemioloski podaci, incidenca i mortalitet

Ovarijalni kancer (OC) je kompleksna bolest sa visokim stepenom smrtnosti i peti je
uzro¢nik smrti zena obolelih od malignih bolesti ali je i najsmrtonosniji od svih
ginekoloskih maligniteta u SAD [6]. Verovatno¢u da od njega oboli ima 1 od 72 zene
(ili 1,38%), a mediana starosne dobi u kojoj se dijagnostikuje je 63 godine [7].




Incidenca kancera ovarijuma je 1:2500 Zena iznad 55. godina i 1:3800 Zena starijih od
25 godina [5].

U svetu godisnje oboli 224.747 Zena, a umre 140.163 bolesnice [7]. Postoje znacajne
geografske i etnicke varijacije u godisnjoj incidenci i stopi smrtnosti od ovarijalnih
kancera. One su najviSe u ekonomski razvijenim delovima sveta, posebno u zemljama
severne i zapadne Evrope i Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama, a najnize u Japanu [8].
U Skandinaviji [9] je godisnja incidence 16,23 slucaja na 100.000 Zzena, a smrtnost od
ove bolesti krece se od 3,6 do 9,3 (2-15) na 100.000 zena. | u Sjedinjenim Ameri¢kim
Drzavama je ovarijalni kancer rasprostranjen tako da zauzima cetvrto mesto medu
uzro¢nicima smrti zena obolelih od karcinoma [6], sa incidencom od 12,6 na 100.000
zena predstavlja najsmrtonosniji reproduktivni kancer. U 2013. godini u SAD-a je
dijagnostikovano 22.240 obolelih, a u istoj godini je od ove bolesti umrlo 14.000 Zena
[7]. U Kanadi je u 2011. godini dijagnostikovano 2.600 novih sluc¢ajeva kancera jajnika
i u istoj godini umrlo 1.750 Zena, ¢ime je ovO oboljenje postalo sedmi najéesci oblik
kancera za zene Kanade [10]. U Srbiji je kancer jajnika takode jedan od cestih
maligniteta. Prema podacima Instituta za javno zdravlje Srbije “Dr Milan Jovanovi¢-
Batut” za 2010.godinu u Srbiji je u toj godini obolela 651 Zena od kancera jajnika, a
borbu protiv ove bolesti izgubilo je 416 zena [11]. lako se javlja retko od karcinoma

ovarijuma umire vise zena nego od karcinoma cerviksa i uterusa zajedno.

1.1.3. Patogeneza i faktori rizika za za dobijanje kancera jajnika

Postoji nekoliko teorija koje pokusavaju da objasne epidemiologiju ove bolesti: teorija
»heprekidne ovulacije” [12], gonadotropna stimulacija [13], izlozenost androgenoj
stimulaciji [14], kod sindroma policisti¢nih ovarijuma (PCSO) i u inflamaciji [15].

Radovi koji su objavljeni o faktorima rizika podrzavaju jednu ili sve ove hipoteze.

Epidemiolozi se slazu da se u prevenciji bolesti moraju smanjiti faktori rizika ili se
bolest mora otkriti rano, pre nego §to se jave prvi klinicki znaci. Glavni faktori rizika su
povezani sa porastom prevalence bolesti i ukljucuju: godine zivota (uglavnom
perimenopauzalne i menopauzalne godine), pozitivnu porodicnu istoriju (5-10%

ovarijalnih kancera su nasledni), genetske faktore rizika (tumor supresor gene




(BRCAL/2) i onkogene), dijetu (uglavhom mesna i sa zasi¢anim masnim Kiselinama)
[16], reproduktivne faktore (infertilitet) [17], hormon supstitucionu terapiju[18], kao i
na¢in zivota. Protektivni faktori su: koris¢enje oralnih kontraceptivnih sredstava
[19,20], kasna menarha, radanje i dojenje, optimalna telesna tezina (BMI), ginekolosko-
hirurske intervencije (histerektomija [21], profilakticka ooferoktomija [22,23] i

podvezivanje jajnika).

Rizik od razvoja raka jajnika se povecava kod Zena koje nose mutacije BRCAL i
BRCA2 gena, ili Lynch-ov sindrom (HNPCC-nasledan nepolipni karcinom debelog
creva) ili imaju pozitivhu porodi¢nu istoriju ( dva i vise rodaka u prvoj ili drugoj
generaciji obolela od raka jajnika ili dojke) [24]. Poznato je da osobe sa mutacijom na
BRCAL genu imaju 45% rizik da obole od raka jajnika do svoje 85 godine [25].
Dosadasnje iskustvo sa naslednim vrstama raka jajnika povecava zabrinutost da se
biologija nasledne bolesti razlikuje od sporadi¢nih oblika raka jajnika i da zahteva
drugadiju strategiju skrininga. Dokazano je da su nasledni oblici raka jajnika Cesto
multifokalni a ne klonski [28]. Morfoloski transformisane ¢elije sa p >> mutacijom koje
imaju jak metastatski potencijal nadene su i u cistama dobijenim prilikom profilakticke
ooferoktomije [29]. Shodno ovome, razliCiti procesi i strategije se moraju primeniti U

otkrivanju sporadi¢nih 1 naslednih oblika raka jajnika.

Uprkos unapredenim metodama leCenja i savremenom hemioterapijskim protokolima,
rak jajnika je ostao najsmrtonosniji ginekoloski malignitet u zadnje tri decenije. Visoka
smrtnost, kao i sve veca incidenca ove bolesti daju poseban znacaj, ne samo medicinski

ved i drustveni.

1.1.4. Tumorgeneza i klasifikacija ovarijalnih karcinoma

Dosadasnje znanje o nastanku i razvoju EOC jajnika je vrlo ogranic¢eno. Poznato je da
pet vrsta EOC vode poreklo od povrsinskih epitelnih ¢éelija jajnika ili od kripti i
inkluzionih cisti koje se nalaze na jajnicima [26] i da se svi oni izmedu sebe znacajno
razlikuju po epidemioloskim i genetskim faktorima rizika, po nac¢inu onkogeneze i
Sirenja, pa i po nafinu odgovora na terapiju i prognozu. Aktuelna istrazivanja su

dokazala da su neke forme EOC za koje se tradicionalno smatralo da su primarni




ovarijalni tumori (pre svega neke forme seroznog EOC) poticu zapravo od jajovoda
(fallopian tube) ili endometrijuma i kao sekundarni se javljaju u jajniku [27]. lako je
etiologija ve¢ine EOC nepoznata za 10% EOC se sa sigurno$¢u moze pripisati mutaciji
gena BRCAI1i BRCA?2 ili greskama u procesima reparacije gena kao Sto su MLHI,
MSH2, MSH6, PMS2 koje dovode do Lynchovog sindroma [30]. Postoji vise
klasifikacija EOC. Prema FIGO Klasifikaciji EOC su podeljeni na cetiri hirurSka
stadijuma, u zavisnosti od veli¢ine i rasprostranjenosti bolesti. Kod stadijuma | tumor je
lokalizovan na jednom ili oba jajnika. U stadijumu Il bolest je povezana sa lezijama
tumora u karlici. Stadijum III se karakteriSe proSirenjem bolesti van karlice u abdomen
gde zahvata krvne i limfne sudove. A bolest u stadijumu IV se karakteriSe postojanjem
metastaza na jetri ili plu¢ima. EOC se takode moze klasifikovati prema stepenu
diferencijacije: borderline (BLT) ili tumori niskog malignog potencijala (LMP) koji se
minimalno razlikuju od svojih benignih formi, dok su dobro diferentovani tumori
stadijuma I, moderate diferentovani su stadijuma Il i slabo diferentovani su karcinomi
stadijuma Ill. Kako ovaj sistem klasifikacijenije nije u praksi zaziveo i zamenjen je
novom kategorizacijom: karcinomi niskog i visokog stepena malignosti. Kada se
kombinuju ove klasifikacije sa histoloskim tipovima onda imamo: serozne karcinome
(niskog i visokog stepena maligniteta), mucinozne, endometrioidne, i druge retke tipove

tumora kao $to su Brennerov ili nediferentovan tumor [31].

Ovu kategorizaciju prati i odgovaraju¢i model tumorgeneze opisan U
klinickopatoloskim i molekularnim studijama [31]. Tip | su tumori niskog stepena
malignosti koji postepeno nastaju iz grani¢nih borderline tumora. Tumori tipa Il su
visokog stepena malignosti, za koje nisu identifikovane morfoloski prepoznatljive
pretece lezija, de novo razvijene neoplazme. U tumore tipa | spadaju serozni karcinomi
niskog stepena malignosti, mucinozni karcinomi, endometrioidni karcinomi. Tumori
tipa I se karakterisu jasnim molekularnim promenama kojih nema kod tumora tipa Il
kao Sto su BRAF i KRAS mutacije za serozne tumore, KRAS mutacije za mucinozne
tumore, i P-katenin i PTEN mutacija, kao i mikrosatelitska nestabilnost za
endrometrioidne tumore. U tumore tipa Il spadaju serozni karcinomi visokog stepena
malignosti, maligni  kombinovani mesodermalni  tumor (karcinosarkom) i
nediferentovani karcinomi. Malo je podataka o molekularnim promenama kod ovog tipa

tumora, osim estih p ** mutacija. Kada se kombinuju ove klasifikacije sa histoloskim




tipovima onda imamo: serozne karcinome (niskog i visokog stepena maligniteta),
mucinozne, endometrioidne, i druge retke tipove kao S$to su Brennerov ili
nediferentovan tumor. Svi ovi podaci ukazuju na ¢injenicu da se EOC ne mogu smatrati

monolitnim kancerima.

Prouc¢avanjem modela kancerogeneze svih pojedinacnih subtipova, molekularnih i
genskih promena [32] dobijamo bolju platformu za otkrivanje novih markera kancera
jajnika.U tome nam danas pomazu savremene, precizne tehnike: proteomik, epigenomik
i metabolomik, pomocu kojih svakodnevno dolazimo do sve kvalitetnijih podataka o

nastanku, le€enju 1 prognozi EOC.

1.1.5. Cinioci koji uti¢u na kasnu dijagnozu i tok bolesti

Kada se bolest otkrije u ranoj klini¢koj fazi 1 adekvatno le¢i, petogodiSnje prezivljavanje
dozivi 93,5% pacijentkinja [6]. Nazalost, samo 15% ovarijalnih kancera se
dijagnostikuje u rano fazi, dok je bolest jos lokalizovana. Kod najveceg broja bolesnica
bolest se dijagnostikuje kada se ve¢ rasirila van karlice i/ili kada postoje udaljene
metastaze [33]. PetogodisSnje prezivljavanje medu ovim bolesnicama sa udaljenim
metastazama (peritonealnim i ekstraperitonealnim) ima svega 27,6% pacijentkinja [34].
Rezultat toga je velika godisnja stopa smrtnosti [35]. Jedan od razloga kasnog
postavljanja dijagnoze je i Cinjenica da bolest u pocetku ,,te¢e tiho” sa vrlo malo,
uglavnom nespecifi¢nih simptoma: nelagodnost (nadutost) u trbuhu, uéestalo mokrenje,
I osecaj napetosti u maloj karlici. Simptomi se znacajnije manifestuju (bolovi u
stomaku, gubitak apetita i malaksalost) tek sa pojavom matastaza u trbusnoj duplji, $to
dovodi do toga da se viSe od 70% bolesnica javlja kada je bolest ve¢ uznapredovala i
kada je moguénost izleCenja manja od 20%. U velikoj studiji koja je obuhvatila 1725
zena sa dijagnozom EOC 95% njih je samo tri meseca pre javljanja lekaru osetilo
simptome [36]. Cinjenica da se ovi simptomi nedovoljno ozboljno shvataju i da prode
dosta vremena pre nego Sto se zatraZi stru¢na pomo¢ pokazala su i najnovija istraZivanja
obavljena u Velikoj Britaniji [37]. Ali, neke od skoro publikovanih studija stavljaju ipak

akcenat na simptome bolesti kada se radi o ranom otkrivanju EOC [38].

Pored toga, jedan od glavnih razloga kasne dijagnostike je i nedovoljna ostetljivost

tehnika koje se koriste u ranoj dijagnostici ovarijalnih tumora: mala senzitivnost i




specificnost tumor markera, kao i nesavrSenost imaging tehnika. Razvoj visoko
specificnih 1 senzitivnih testova za detekciju ranog stadijuma epitelnog ovarijalnog
kancera smatra se klju¢em promene ove bolesti iz ,,tihog ubice” kakoga zovu U Vvisoko
izle¢ivu bolest. Testovi koji se koriste u dijagnostici tumora jajnika morali bi pre svega
da imaju visoku senzitivnost za otkrivanje ranog stadijuma bolesti. Takode je potrebno
da imaju dobru specifi¢nost za ovarijalne kancere. Ako bi specifi¢nost bila niska veliki
broj Zena sa benignim adneksalnim tumorima bio bi svrstan u grupu malignih bolesnica,
a to znaci podvrgnut nepotrebnim hirur§kim intervencijama (laparotomiji). Kada se ima
na umu podatak da se kod 20% zena u nekom periodu zivota dijagnostikuje cista na
jajniku od ¢ega samo mali procenat predstavlja ovarijalne malignitete, pouzdano
diferenciranje pelvi¢nih masa bi omoguéilo brzo i adekvatno zbrinjavanje boesnica
kojima je pomo¢ potrebna u Visoko specijalizovanim centrima. Hirur$ke intervencije su
skupe, ali i ¢injenica da veliki procenat zena umire od posledica komplikacia hirurskog
zahvata ukazuje na znacaj dobre trijaze kojom bi hirurska intervencija bila primenjena
samo kod bolesnica kod kojih konzervativni pristup lecenja nije mogu¢. lako je epitelni
kancer jajnika bolest sa visokom stopom smrtnosti on je istovremeno i relalitivno retka
bolest, godisnja incidence je 40 Zena na 100.000 Zena ¢ak i u postmenopauzalnoj
populaciji [39]. Danas se smatrada se mogu primeniti one dijagnosti¢ke metode koje
imaju pozitivnu prediktivnu vrednost (PPV)>10%, a to zna¢i da od 10 laparotomija
bude bar jedan ovarijalni kancer (tj. da nema vise od devet laZznopozitivnih rezultata na
jedan dokazan epitelni ovarijalni kancer) [40]. Da bi ovo postigli screening testovi za
ovarijalni kancer treba da imaju 99,6% specifi¢nost i senzitivnost vecu od 75% za rani
stadijum bolesti [41]. Svi dosadasnji i buduci napori ulozeni u otkrivanje i optimizaciju
novih markera i metoda za dijagnostiku ovarijalnih kancera imali su za cilj ispunjenje
ovih zahteva. Nedostatak simptoma u pocetku bolesti, nesavrSenost do sada korisé¢enih
biomarkera i nedovoljna specifiénost imaging tehnika, kao i ¢injenica da do danas
zvani¢no nije usvojena nijedna skrining metoda otezavaju otkrivanje raka jajnika u

ranoj preklinickoj fazi i prevenciju ove bolesti.




1.2. Dijagnosticke procedure za evaluaciju tumora jajnika

1.2.1. Testovi i prognosti¢ki modeli za detekciju tumora jajnika

Postoji nekoliko pristupa za evaluaciju i detekciju epitelnih ovarijalnih karcinoma i oni
ukljucuju: ginekoloski pregled, transvaginalni ultrazvuk, laboratorijski nalaz tumor
markera (ili panela multimarkera) i dvostepena strategija rane dijagnostike (serumski
markeri i ultrazvuk) kao i primena algoritama proteomic obrazaca. Nazalost nijedna od
ovih metoda kada se primeni sama nije dovoljno osetljiva u detekciji ranih stadijuma
bolesti, ni specifi¢na u diferencijalnoj dijagnostici adneksalnih masa [36]. Senzitivnost i
specifi¢nost manuelnog ginekoloskog pregleda nisu dovoljne da bi ovu metodu podrzale
kao screening metod, a najveéi broj bolesnica se ovom metodom dijagnostikuje kada se
bolest ve¢ rasirila. Sa ciljem da se unapredi rana dijagnostika i napravi tacna trijaza
bolesnica sa malignitetom kojima je potrebno Sto pre ukazati adekvatnu pomo¢, a da se
konzervativnim metodama leCe sva benigna stanja i time izbegne rizik hirurskih
intervencija definisani su mnogi matematicki predikcioni modeli [42]. Neki od njih su
zasnovani na morfolo§kim podacima dobijenim ultrazvukom: Sassone scoring sistem
[43], Lerner scoring system [44], DePriest scoring system [45], Ferrazzi scoring system
[46] i mnogi drugi. Jedan od naj¢esce koriséenih scoring sistema za izraGunavanje rizika
dobijanja malignih karcinoma je indeks malignog rizika (RMI) i bazira se na
ultrazvu¢nom pregledu (U), menopauzalnom statusu (M) i vrednosti tumor markera
CA-125; RMI=UxMxCA125 [47]. lako je vise puta modifikovan (RMI2,RMI3) u
praksi se nije pokazao dovoljno dobrim. Danas je najéesce u upotrebi algoritam ROMA,
kojim se odreduje rizik od dobijanja kancera jajnika. Artificial neural network (ANN) je
matematicki model koji kombinuje menopauzalni status, serumski CA-125, prisustvo ili
odsustvo papilarnih struktura i nalaz ultrazvuka [48]. Internacionalna grupa za analizu
ovarijalnih tumora (IOTA) standardizovala je pristup ultrazvu¢nih opisa pelvi¢nih masa
I konstruisalaalgoritam baziran na 6 demografskih i ultrazvuc¢nih podataka (LR1i 2),
koji imaju za cilj da pomognu lekarima u predikciji malignih stanja [49,50]. Predikcioni
modeli imaju veliku primenu u svetu personalizovane medicine i nude adekvatne

odgovore u dijagnostici, prognozi i terapiji ovarijalnih kancera.




1.2.2. Imaging tehnike u detekciji tumora jajnika

Od imaging tehnika transvaginalni ultrazvuk (TVU) je u klini¢koj praksi najcesce
koris¢en metod za ranu i diferencijalnu dijagnozu pelviénih tumora. U jednom
istrazivanju 25.327 asimptomatskih zena koje su pracene 18 godina sa jednogodi$njim
pregledom ultrazvukom u detekciji ovarijalnih tumora dobijena je senzitivnost od 85%,
specificnost 98,7%1 PPV 14% [51]. Slicna istrazivanja podrzavaju prednosti
ultrazvucnih pregleda [52], dokazana je i prednost 3D ultrazvuka nad 2D ultrazvukom
[53], ali dobra senzitivnost i nedovoljna selektivnost onemogucavaju koris¢enje ove
metode u prvoj liniji skrininga i dijagnostike. Evaluaciju metode TVU-a u dijagnostici
pelvi¢nih tumora samostalno ili u kombinaciji sa tumor markerima, najbolje su dale tri
opsezne studije sprovedene u Velikoj Britaniji, Sjedinjenim Americkim Drzavama i
Japanu [54-56]. Velike nade su polagane u rezultate diferencijalne dijagnostike dobijene
color Doppler tehnologijom (2D PD i 3D PD) kao i indeksima dobijenim ovakvim
ispitivanjem (indeks rezistencije, pulsativni indeks, sistolni pik itd.). Naprotiv uporedne
analize pokazuju da ova metoda nije ni senzitivna ni specifi¢cna kao ultrazvuk [57].
Magnetna rezonanca (MRI), kompjuterska tomografija (CT), i pozitronska emisiona
tomografija (PET) najc¢esce se koriste kao treca linija testa u skriningu ali jo§ uvek nema
zvani¢nih saopStenja o doprinosu ovih metoda u smanjivanju broja hirurSkih
intervencija [58], a i ¢injenica da ni negativan nalaz MRI i PET ne iskljucuje postojanje

invazivnog ili borderline ovarijalnog tumora smanjuje primenu ovih metoda.

1.2.3. Skrining modeli kancera ovarijuma i njihovi rezultati

Do danas nije zvani¢no prihvaéena nijedana skrining metoda za detekciju karcinoma
jajnika u generalnoj populaciji Zena, (definisan je skrining samo u populaciji Zena sa
visokim rizikom), ali se intenzivno sprovode mnoge dobro opsezne, randomizirane,
meta-studije sa ciljem da se uspostavi i definise skrining i u populaciji Zena sa srednjim
rizikom. Preliminarni dokazi ukazuju da primenjena strategija pruza dobre rezultate i

produzava vreme prezivljavanja.

Jedna od takvih studija je i randomizirana studija “The Shizuoka cohort study of ovarian

cancer screening” (SCSOCS) u kojoj su ucestvovale ispitanice iz 212 bolnica u Japanu




u period od 1985. do 1999. godine [54]. Protokol je obuhvatao pregled TVU-om i
godis$nji nalaz testa CA125 za ispitivanu grupu (n=41.668). Kontrolna grupa je po
veli¢ini bila sli¢na ispitivanoj (n=40.799). Nije bilo statisti¢ki znacajne razlike u broju

otkrivenih ovarijalnih kancera izmedu ovih grupa, a PPV je u ovom skriningu bila 9%.

Americko udruzenje klinicke onkologije (ASCO) sprovelo je takode randomiziranu,
multicentri¢nu studija koja je imala za cilj detekciju ovarijalnog tumora u ranoj fazi u
populaciji zena. Jedno od najznacajnijih takvih istrazivanja, pod nazivom ,,PLCO
cancer screening trial” obavljeno u periodu od 1993. godine do 2001. godine.u deset
zdravstvenih centara sirom SAD-a. U ispitivanje je ukljuceno 78.000 Zena starosti 55-74
godina koje su podeljene u kontrolnu i ispitivanu grupu i pracene 13. godina.
Primenjena je multimodalna strategija koja je ukljucivala odredivanje testa Cal25 i
TVS, i u zavisnosti od individualnog rizika ispitanice su svrstane u tri grupe: sa niskim
rizikom, kojima je jednom godisnje odredivan tumor marker CA125, srednjim rizikom
njima je CA125 meren svaka tri meseca, i grupi visokog rizika osim tumor markera
raden je TVU i specijalisticki pregled. Vrednosti CA125 su interpretirane kao ROCA
skor (rizik za ovarijalni kancer) §to je znatno povoljnije uticalo na tumacenje rezultata.
Od 34.253 Zene koje su bile u ispitivanoj grupi njih 212 je imalo dijagnozu OC, a 118 je
umrlo. Dok je u kontrolnoj studiji od 34.304 Zene ovarijalni kancer imalo 176 a umrlo
100 Zena, $to znaci da Se ovakvim pracenjem nije smanjio mortalitet bolesnica izmedu
ispitivane i kontrolne grupe, a i PPV je bila nedovoljna i iznosila je 1-1,3%. Posle ovako

dobijenih rezultata a i zbog nekih dilema koje su postojale studija je prekinuta [55].

Pod pokroviteljstvom United Kingdom Collaborative trial of ovarian cancer screening
(UKCTOS) dizajnirana je velika, randomizirana, kontrolisana studija ¢iji su ciljevi bili:
da se procene karakteristike oba nacina skrininga: a) pojedina¢na primena TVU i
laboratorijskinh nalaza tumor markera, b) njihova kombinacija (kao multimodalan
skrining MMS ili dvostepena skrining strategija), kao i da se da odgovor na pitanje: da
li efekat skrininga moze da smanji mortalitet od ove bolesti? Izmedu 2001. godine i
2005. godine u studiju je ukljuc¢eno 202.638 postmenopauzalnih Zena izmedu 50-74
godine, koje su podeljene u kontrolnu grupu (n=101.359) bez tretmana, grupu kojoj je
jednom godis$nje odredivan CA125 (rezultati su prikazani kao algoritam ROCA) sa

TVU kao drugom linijom testa (n=50.640), i trecu grupu u koja je imala samo preglede
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TVU (n=50.639). Ucesnice su bile iz 13 zdravstvenih centara Velike Britanije, sve su
ostavile svoje uzorke krvi u banci krvi za neka dalja ispitivanja, a kona¢ni zakljucci
ovog skrininga ¢e biti saopSteni 2015. godine. Preliminarni zakljuéci su pokazali da je
multimodalni skrining u ovom istrazivanju dostigao SN 89,4%, SP 99,8% i PPV 35,1%
I pokazao bolje rezultate od unimodalnog skrininga TVU gde je SN 84,9%, SP 98,2% i
PPV 5,3% [56].

Na osnovu ¢injenica i dobijenih dokaza iz ovih i iz brojnih drugih manjih studija radna
grupa preventivnih usluga u SAD-u (US preventive services task force USPSTF) je
zakljucila da ovakav skrining (godisnja analiza CA125 i TVU) pored benefita donosi i
evidentne probleme (ne redukuje mortalitet od ovarijalnog kancera, a istovremeno moze
da ukaze na potrebu hirurSke intervencije kod zena koje nemaju karcinom) i izdala je
saopStenje (preporuka D) 2012. godine u kome se ne preporucuje ovakav skrining za
Zene u generalnoj populaciji sa srednjim rizikom za dobijanje ovarijalnog kancera [59].
Radna grupa preventivnih usluga USPSTF, oformljena 1984. godine je nezavisna grupa
nacionalnih eksperata za prevenciju i medicinu zasnovanu na dokazima o skriningu i

prevenciji bolesti.

Za zene koje pripadaju grupi sa visokim rizikom za dobijanje ovarijalnog tumora,koje
imaju visestruku pozitivnu porodi¢nu istoriju ili potvrdenu gensku mutaciju, saveti ove
radne grupe i predlozi Nacionalnog Instituta za zdravlje (National Institutes of Health)
se odnose na redovno obavljanje godisnjih pregleda, pra¢enje tumor markera i preglede
TVU, sve dok se ne zavrs$i period radanja ili bar do 35. godine posle Cega je
preporucena profilakticka ooferoktomija. Iako je broj Zena sa naslednim sindromom
mali 0,05% od ukupne populacije zena, one imaju 40% faktora rizika za dobijanje

ovarijalnog kancera [60].

Strategija predlozenog skrininga u generalnoj populaciji zena nije usvojena do danas, a
od velikog je znaCaja za ranu detekciju CO je izrada vodica, uputstava za primenu
raspolozivih testova, predikcionih modela koji su zasnovani na dobro definisanim i

sprovedenim procenama primene postojec¢ih metoda [61, 62].
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1.3. Tumor markeri

1.3.1. Znacaj odredivanja tumor markera kod karcinoma ovarijuma

Biomarkeri su ,,alat” za bolju identifikaciju bolesnika, za tacno i pravovremeno
postavljanje dijagnoze, za efikasnu prognozu i leCenje bolesnika. Izrazom biomarker u
medicini se oznaCava najce$ée protein izmeren u krvi ¢ija koncentracija ukazuje na
normalan ili patoloski odgovor organizma, kao i na farmakoloski odgovor na
primenjenu terapiju. Sire gledano biomarker je bilo koji pokazatelj koji se koristi kao
indikator intenziteta nekog oboljenja ili drugog patoloSkog stanja u organizmu.
Biomarker moze biti Sema genske ekspresije, promene u strukturi DNK, c¢elijski

receptor, imunoglobulin i drugi.

Tumor marker je substanca koju produkuje tumor ili ,,domaéin” kao odgovor na
prisustvo tumora, a koristi se za diferencijaciju tumorskog tkiva od zdravog ili za
potvrdivanje postojanja tumora. Tumorski markeri ukjlucuju razlic¢ite supstance:
antigene na povrSini celija, citoplazmatske proteine, enzime, hormone, onkofetalne
antigne, receptore, onkogene i njihove proizvode. U zavisnosti od svoje strukture mogu
se meriti hemijski, imunoloski ili metodama molekularne biologije. Neki tumor markeri
su specifi¢ni samo za jednu vrstu tumora, dok su mnogo ¢es¢i oni koji su karakteristi¢ni
za viSe vrsta tumora, a ima i takvih koji sa javljaju i u benignim i u malignim bolestima.
Uloga tumorskih markera je sve veca u svim aspektima malignih bolesti od detekcije pa
do pracenja tretmana 1 prognoze, a njihova mudra primena u klinickoj praksi zahteva
potpuno razumevanje patofiziologije, tehnike identifikacije i1 ispitivanja, razloge za
postojanje nivoa van definisanih opsega tumor markera, kao i poznavanje njegove uloge
u malignim procesima. Klini¢ka primena tumor markera se moze podeliti na: a) skrining
kojim se utvrduje subklinicka forma bolesti 1 rano otkrivanje, b) dijagnosticka potvrda
postojece bolesti, ¢) staging tumor markeri koji definiSu stadijum i tezinu bolesti, d)
prognosticki kojima se predvida odgovor na terapiju, e) markeri kojima se prati tok

bolesti i utvrduje remisija bolesti.
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Danas postoji Siroka primena serumskih tumor markera pre svega zbog njihovog
jednostavnog nacina dobijanja (neinvazivnim metodama), ali i brzog odgovora koji u

relativno kratkom vremenu mogu da ponude [63, 64].

Tri najvaznije karakteristike koje bi trebao da ima idealan tumor marker su: a) trebalo bi
da bude veoma specifi¢an za datu vrstu tumora, b) da u najkratem moguéem vremenu
ukaze na postojanje tumora, c) trebalo bi da bude veoma osetljiv da bi izbegao lazno
pozitivan rezultat. Pored toga nivo markera treba pouzdano da korelira sa veli¢inom
tumora, da bi odrazavao ta¢no progresiju ili regresiju tumora, uz kratak polu zivot $to
omogucava serijska merenja. Test za odredjivanje tumor markera treba da bude jeftin za
primenu skrininga na masovnom nivou, a takode treba da bude prihvatljiv za ciljnu

populaciju.

Za tumacenje dobijene vrednosti tumor markera potrebno je znati referentni interval
koji nam daje jednostavnu bioloSku informaciju, ali tek sa definisanjem granica
odlucivanja za rizik od ispitivane bolesti (cut-off) u potpunosti saznajemo o klinickoj
primeni dobijene vrednosti markera. Ovo je posebno vazno za dijagnosti¢ke markere
kod kojih definisane granice odlucivanja predstavljaju optimalnu koncentraciju koja
moze da razdvoji zdrave od bolesnih. Dijagnosticka vrednost biomarkera se obi¢no prvo
procenjuje odredivanjem dijagnosticke osetljivosti 1 specificnosti pomocu ROC
(receiver operating characteristic) krive. Odgovarajuca evaluacija biomarkera zahteva
koris¢enje Bayes-ove teoreme, koja integriSe pre-test verovatnocu (prevalence bolesti)
sa tacnoS¢u biomarkera (izrazenu osetljivoS¢u/specificnos¢u) da bi izrazili prediktivnu

vrednost biomarkera (post-test verovatno¢u bolesti).

1.3.2. Tumor markeri za karcinom ovarijuma

Potreba za razvojem pouzdanih biomarkera, visoke specifi¢nosti i dobre senzitivnosti za
rano otkrivanje i predikciju kancera jajnika, ve¢ dugo je prioritet. Udruzenje Early
Detection Research Network (EDRN) osnovana od strane National Cancer Institute
(NCI) predlozila je smernice za razvoj i istrazivanje biomarkera [65]. U zbrinjavanju
obolelih od ovarijalnog kancera ovi biomarkeri se mogu Koristiti za razlikovanje

malignih od benignih pelvicnih masa, za pracenje odgovora na terapiju, za prognozu
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bolesti, za predikciju odgovora na individualnu terapiju, i za detekciju ranih faza bolesti
[66]. Nekoliko epitopa na epitelnom mucinu dobijenih od gena MUC1 identifikovani su
kao ciljni biomarkeri velike familije tumor markera koja ukljucuje: CA549, CASA,
CA19-9, CA15-3, MCA, MOV-1 i TAG72, Cyfra2l-1i medu njima najvise ispitivan
CA125 [67]. Zadnjih godina usavr$avanjem postoje¢ih i razvijanjem novih tehnika
predlozeni su novi potencijalni tumor markeri za detekciju rane faze kancera jajnika.
NajcCeS¢e analiticke metode za detekciju tumor markera su: enzimske metode,
imunoloske metode (RIA, ELISA), receptorske metode: imunohistohemija (IHC),
fluorescentna in situ hibridizacija (FISH) i instrumentalne tehnike (hromatografija,
elektroforeza, masena spektrometrija sa te¢nom ili gasnom hromatografijom). Medu
ovim metodama u detekceiji tumor markera za kancer ovarijuma najveéi znacaj su imale:
MALDI (matrix-assisted laser desorption ionization) i SELDI (surface-enhanced laser
desorption ionization) proteomik tehnike masene spektrometrije [68,69]. Takode je
znacajan napredak donela microarray tehnika u otkrivanju novih kandidata za markere
raka jajnika [70,71]. Medu njima se nalaze kalikrein, mezotelin, HE4 protein,
osteopontin, prostasin. Danas smo svedoci velikog broja novootkrivenih tumor markera
od kojih veéinu €eka ozbiljna analiticka 1 klinicka evaluacija 1 dug put do Sire primene u
klini¢koj praksi. Multimarkerska strategija koja bi obuhvatala patobioloski razlicit set
biomarkera, mogla bi da bude pravac buducih istrazivanja i pomogne u ranoj

dijagnostici kancera jajnika.

1.3.3. Tumor marker CA125

Do danas najcesce koris¢en, najbolje proucen, nazvan ,zlatnim standardom” je
serumski tumor marker CA125 [72]. Identifikovan je 1981. godine. od istrazivaca Bast i
saradnika [73] kao glikoproteinski molekul velike tezine koji se pojavljuje u serumu oko
90% pacijentkinja sa epitelnim ovarijalnim kancerom [74]. Bast i saradnici su dobili
MADb OC 125 koriste¢i ¢elijsku liniju (OVCA 433) od pacijentkinja sa seroznim
papilarnim cistadenokarcinomom jajnika. CA125 je mucin (MUC 16) veli¢ine 1MDa sa
intracelularnim, transmembranskim i ekstracelularnim aktivnostima. Ovaj glikoprotein
se javlja u amnionskoj teCnosti i celomik epiteliumu, kao i u odraslim tkivima

dobijenim iz celomik (mezotelnim Celijama pleure, perikardiuma i peritoneuma) i
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Mullerian (tube, endometrium i endocerviks) epitela. Analiticki test za detekciju
CA125, komercijalizovan 1983. godine imao je OC 125 antitelo za vezivanje i merenje
antigena. Danas se koristi unapreden i dopunjen test druge generacije (CA125II) koji
sadrzi dva antigen mesta, za koja se vezuju monoklonalna antitela OC125 i M11 [75].
Drugo antigen mesto otkrio je O Brien sa saradnicima 1991. godine i omogucio
nastanak novog i kvalitetnijeg CA1251l testa [76]. Druga generacija analitiCkog testa
(CA125I1) adaptirana je za primenu na automatima, i prihvacena od strane FDA (US
Food and Drug Administration) za kvantitativno merenje CA125 u serumu Zena sa

primarnim epitelnim ovarijalnim kancerom.

Zadnjih decenija Cal25ll se pokazao kao pouzdan serumski tumor marker za
razlikovanje benignih od malignih pelviénih tumora, pracenje postoperativnog toka
bolesti, odgovora pacijentkinja na hemoterapiju, kao i u otkrivanje relapsa bolesti [77].
Kod pacijentkinja sa razvijenim kancerom ovarijuma CA125 je povisen u 90%
sluajeva i postoji dobra korelacija izmedu tumor markera i veli¢ine tumora tj.
stadijuma bolesti [78]. Ove karakteristike ¢ine CA125 odlicnim tumor markerom za
pracenje odgovora na terapiju. Druge preporuke koje ukljucuju primenu CA125 odnose
se na ranu detakciju ovarijalnog kancera kod zena sa BRCA 1/2 genskom mutacijom i
prognozom. Ipak, koris¢enje CA125 ima i ograni¢enja. Niko od onkologa-ginekologa
ne preporucuje koris¢enje CA125 za skrining ovarijalnog kancera zato Ssto CA125 nema

potrebnu osetljivost i specifi¢nost za skrining u generalnoj populaciji Zena.

Kada se koristi individualno, CA125I1l nije dovoljno senzitivan da otkrije rane faze
bolesti [79]. Najveci broj studija ukazuje da je sa CA125 moglo da se evaluira 50%-
60% prvog stadijuma klinicki dokazane bolesti. Specificnost ovog markera u generalnoj
populaciji nije zadovoljavaju¢a pre svega zbog signifikantnog rasta koncentracije u
benignim stanjima: endometrioza, adenomioza, ovarijalne ciste, pelvicna zapaljenja,
ranalna disfunkcija i bolesti jetre. Povisene vrednosti se srecu kod 1-2% zena koje
nemaju OC, 5% od njih su sa benignim bolestima, a 28% sa neovarijalnim kancerima:

pankreasa, jetre, dojke, kolorektalni i drugi gastrointestinalni tumori [80, 81].

Cut-off vrednost od 35 U/mL je preporucena na osnovu distribucije vrednosti zdravih

osoba. Prime¢eno je da se ova vrednost pove¢ava sa menopauzom i godinama starosti.
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Takode je saopsSteno da postoje varijacije u koncentraciji CA125 izmedu rasa (kod zena
iz Azije i1 Afrike vrednosti CA125 su nize nego kod Zena sa Kavkaza [80], u toku

menstrualnog ciklusa (u folikularnoj fazi koncentracija markera CA125 se povecava).

Kod Zena sa dijagnozom epitelnog ovarijalnog karcinoma CA125 je povisen (>35
U/mL) u 80% slucajeva. Ovaj test dostigao je senzitivnost od 50% do 60% u detekciji
stadijuma |1 EOC, do 90% za stadijum II, i preko 90% za stadijume Il i IV [82].
PoviSeni nivoi CAI125 su viSe povezani sa seroznim histoloskim tipom nego sa
mucinoznim tipom epitelnog ovarijalnog karcinoma. Brojna ispitivanja uradena sa ovim
markerom su pokazala da se njegova koncentracija eksponencijalno povecava 10-21
mesec pre nego Sto se postavi dijagnoza EOC [83]. Eksponencijalni rast CA125 je
takode dokumentovan u studijama iz Svedske i Velike Britanije [84, 85]. U ovim
studijama je uocen progresivan raste nivo CA125 kod malignih bolesnica, dok u

benignim stanjima nivo, iako povisen, ostaje konstantan.

Zbog nedovoljne specificnosti i senzitivnosti ovaj tumor marker nije preporucen za
skrining u generalnoj populaciji Zzena ni od strane National Academy for Clinical
Biochemistry, ni od drugih merodavnih, referentnih institucija [86-90]. Preporuceno je
godisnje odredivanje CA125 u kombinaciji sa TVU u grupi zena sa visokim rizikom za
ovarijalni karcinom. Pokusaji da se poveca specificnost ovog biomarkera 1 da se dovede
na nivo od 99,7% koliko je potrebno da bi se dostigla PPV od 10% su brojni:
longitudinalno merenje CA125, kombinacija sa TVU u obliku dvostepene strategije,
dopuna sa drugim biomarkerima ili otkrivanje novih biomarkera savremenim tehnikama
[91-93].

U dve velike, randomizirane studije sprovedene u SAD-u (PLCO) i Velikoj Britaniji
(UK CTOS) prati se izmedu ostalog CA125 na velikom broju uzoraka i njegova
kombinacija (konkurentna i sekvencionalna) sa TVU u dvostepenoj strategiji ranog
otkrivanja ovarijalnog kancera. Ova strategija je zamiSljena kao analogna procedura
skriningu grli¢a materice (citologija i kolposkopija) i skriningu za dojku (mamografija i
biopsija). Ova klini¢ka istraZivanja susveobuhvatna i dobro dizajnirana, i istraZivaci se
nadaju da ¢e pruziti odgovor na pitanje: da li skrining u prevenciji ovarijalnog kancera

kod postmenopauzalnih Zena sa CA125 i TVU moze da smanji mortalit. Odgovor na
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ovo pitanje je primarni cilj ovih i mnogih drugih studija. Konac¢ni rezultati se ocekuju
2015. godine, ali preliminarni rezultati pokazuju da je medijana prezivljavanja u
ispitivanoj grupi (72,9 meseci) signifikantno ve¢a nego u kontrolnoj grupi (41,8 meseci)
[94]. Algoritam koji je koris¢en (ROCA) za izraCunavanje rizika od dobijanja
ovarijalnog kancera zasniva se na serijskom merenju CA1251I i izraunavanju linearne
regresije log (CA1251I) i omogucava svrstavanje bolesnica u grupe: sa niskim, srednjim
I poviSenim rizikom [95]. Skates i kolege [96] su napravile algoritam ROCA koji moze
da odvoji pacijentkinje sa ovarijalnim kancerom od zdravih sa senzitivno$¢u od 83%,
specificnoscu od 99,7%i PPV od 16,0% $to su pokazali prvi rezultati ovih studija. Ovo
je znacajan korak napred u popravljanju osetljivosti metode za rano otkrivanja raka

jajnika.

Za razliku od primene ovog markera u skrining-u generalne populacije Zena koji se jo$
uvek ispituje, CA125I1 se Cesto primenjuje u razlikovanju benignih od malignih
ovarijalnih tumora, posebno kod post-menopauzalnih Zena sa ovarijalnom masom [90].
U postoperativnom praéenju antigen CA125I1 kao serumski marker je pokazao
zadovoljavajuce rezultate [82, 91]. lako je bilo kontraverzi o tome da li porast markera
treba bezuslovno da vodi ,,second-look™ operaciji sigurno je da porast ili udvostrucenje
CA12511 ukazuje na povratak bolesti. Ipak i negativna vrednost ne iskljucuje prisustvo
bolesti [90]. Primena CA1251l u pracenju efekta terapije je do sada dala najbolje
rezultate. Porast nivoa CA12511 korelira sa neadekvatnim odgovorom na terapiju, ¢ak i
kada se bolest ne vidi imaging tehnikama. U meta-studiji [97] koja je obuhvatila 531
ispitanicu, kod 89% zena porast CA12511 ukazaje na ponovnu pojavu bolesti [97].
Vecoma autora radova o CA125I1 se slaze o tome da je ovaj marker dobar u pracenju
terapijskog odgovora bolesti. Definiciju odgovora na terapiju dala je Gynecologic
Cancer Intergroup (GCIC) koja u svom saopstenju kaze da je smanjenje nivoa CA125
za 50% ili viSe u odnosu na nivo pre tretmana pacijentkinja u periodu od 28 dana
pozitivan odgovor [98-100]. I prognosticka uloga CA125 je danas prihvaéana, kako pre
tako i postoperativno [101-103]. Posle primarnog zbrinjavanja bolesnica hirurski i
hemioterapijski, pad nivoa CA125 tokom hemoterapije prihvacen je kao nezavistan
prognosticki faktor. Konstantno povisen nivo CA125 ima loSu prognozu. Tako je

dokazano da kod pacijentkinja koje su pre operacije imale nivo CA125>65 U/mL
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petogodisnje prezivljavanje je znatno nize nego kod bolesnica ¢ije su vrednosti markera
bile manje od 65 U/mL [97]. Na osnovu svih ovih saopstenja CA125 se moze smatrati
validnim serumskim markerom koji se moze koristiti u rutinskoj klinickoj praksi

zbrinjavanja kancera jajnika [67].

Prema preporukama za laboratorijsku medicinu Nacionalne akademije za klinicku
biohemiju (National Academy of Clinical Biochemistry Laboratory Medicine Practice
Guidelines for the Use of Tumor Markers in Ovarian Cancer NACB LMPG ) za
upotrebu laboratorijskih biomarkera u bolestima jajnika samo je CA125 prihvacen, sa
nivoom dokaza I i II, za klini¢ku primenu i to za pracenje terapije, pojavu recidiva i
prognozu bolesti [92]. Ovaj vodi¢ koji je formiran na osnovu istrazivanja mnogih
institucija (EGTM, European Group on Tumor Markers; ESMO, European Society
forMedical Oncology; NACB, National Academy for Clinical Biochemistry; NCCN,
National Comprehensive Cancer Network; NIH, National Institutes of Health) dao je
veliki panel biomarkera za koje postoje dokazi da se mogu Koristiti u dijagnostici i
terapiji ovarijalnih kancera (Slika 2). Da bi se koristili ovi potencijalni markeri treba da
ispune brojne kriterijume, da produ ozbiljnu analiticku i klini¢ku evaluacija, validacija i
kriticka procena efikasnosti 1 da produ dug putu do primene u klini¢koj praksi. Jedan od

predlozenih markera za kancer ovarijuma je 1 OPN.
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Tumor marker | Preporuke koris¢enja Preporuke razvoja | Nivo dokaza
CA125 Pracenje bolesti Prihvaéen u Kklin. | LI
praksi
OPN Pracenje bolesti Faza ispitivanja ", v
CEA Pracenje bolesti Faza ispitivanja v
TATI Pracenje bolesti Faza ispitivanja v,V
Kalikeini 5,6,7 Dijagnoza, pracenje Faza ispitivanja v,V
LPA Detekcije Faza evaluacije v,V
TPA Pracenje bolesti Faza ispitivanja v
CASA Pracenje bolesti Faza ispitivanja v
PAI-1 Predikcija prognoze Faza ispitivanja \/
IL-6 Predikcija prognoze Faza ispitivanja v
Prostasin Diferencijalna dijagnoza Faza ispitivanja v
Urinarni B hCG Predikcija prognoze Faza evaluacije ", v
IGFBP-2 Predikcija prognoze Faza ispitivanja v
Tumorska DNK | Detekcija Faza ispitivanja v
Her-2 Predikcija prognoze Faza evaluacije v
Akt-2 Predikcija prognoze Faza ispitivanja \/

Slika br.2. Tumor markeri za kancer ovarijuma. Slika preuzeta iz reference br. 92
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1.3.4. Tumor marker HE4 i algoritam ROMA

HE4 (Human Epididymis Protein 4) je prekurzor epididermalnog sekretornog proteina
E4. Ovaj protein je ¢lan velike familije WFDC (whey acidic four-disulfide core) kiselih
proteina sa disulfidnim jezgrom i potvrdena je njegova pojacana sinteza kod ovarijalnih
tumora. Sve funkcije ovog proteina jo$ uvek nisu poznate ali se sa sigurno$¢u moze reci
da ima veliku senzitivnost 1 specifi¢nost kao serumski marker u detekeiji neoplazmi
jajnika. Brojne studije (104,105) su istakle prednosti ovog markera nad dosad
koris¢enim markerima. Kada se koristi sam u dijagnostici ranih stadijuma bolesti
dobijaju se dobri rezultati u detekciji ranih stadijuma OC: osetljivost 72,9% i
specificnost 95% (106). U kombinaciji sa CA125 takode popravlja dijagnosticku
osetljivost 76,4% za specifi¢nost 95%.U retrospektivnoj studiji u kojoj je pra¢eno 80
pacijantkinja obolelih od OC, 93% bolesnica kod kojih je porast nivoa HE4 bio vec¢i od
25% imale su progresiju bolesti. Neki autori su dokazali da ovaj marker ima dobru
osetljivost u detekciji ovarijalnih karcinoma u prvim fazama bolesti kada CA125 nije
povisen (osetljivost 45,9% specifi¢nost 95%) [107]. Postoje i suprotna misljenja po
kojima je CA125 bolji i precizniji [107, 108] marker u predikciji ovarijalnih kancera.
Algoritam dobijen kombinacijom ova dva tumor markera u logisticki model nazvan
indeksom za procenu rizika od ovarijalnog kancer (ROMA indeks) se pokazao u praksi

kao najbolji prediktor za neoplazme jajnika [109, 110].

ROMA indeks kojim se procenjuje verovatnoc¢a da pacijentkinje sa adneksalnom cistom
imaju kancer jajnika izraGunava se na osnovu koncentracije HE4 i CA125 i
menopauzalnog statusa. U zavisnosti od menopauzalnog statusa postoje 1 razliCiti
algoritmi za ovaj indeks i razlicite cut-off vrednosti. Dobijene vrednosti u kombinaciji
sa drugim klinickim metodama omogucavaju trijazu bolesnica sa ovarijalnim

tumorima.
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1.3.3. OSTEOPONTIN (OPN)

Osteopontin (OPN) je intracelularni i ekstracelularni fosfoglikoprotein koji se vezuje za
brojne Celijske receptore kao $to su integrini i CD44. Javlja se u mnogim tkivima i
sekretuje u gotovo svim telesnim tecnostima krv, mleko, urin.Osteopontin ucestvuje u
zarastanju rana, u procesima koStanog turnover-a, tumorgenezi, zapaljenjima,
alergijama i autoimunim bolestima. Osteopontin igra znacajnu fizioloSku ulogu u
remodeliranju kostiju, imunim odgovorima i zapaljenskim procesima, ali je dokazana i

njegova povezanost sa tumorgenezom, progresijom i metastaziranjem tumora.

Poznat je i kao kostani protein sialoproteinl (BSP-1lili BNSP), kao rani aktivator T-
limfocita (ETA-1) i kao sekretorni fosfoprotein 1 (SPP1). Clan je velike porodice
SIBLING glikoproteina (small integrin-binding ligand N-linked glycoprotein). Ova
porodica glikoproteina ulazi u sastav skeleta i uti¢e na kompleksne funkcije koje skelet
ima od lokomotornih do jonske homeostaze. Organska komponenta kostiju, osteoid,
obuhvata ekstracelularni matrix (ECM) primarno sastavljen od kolagena tipa 1i
nekoliko nekolagenih proteina (NCPs) medju kojima su najznacajniji proteini familije
SIBLING. Poreklo ove grupe proteina je najverovatnije od kalcijum-vezujuéeg
fosfoproteina genskom duplikaturom koja se javila tokom evolutivnog razvoja [111-
114] i ostala sacuvana kako kod ljudi tako i u drugim vrstama. Svi ¢lanovi SIBLING
porodice imaju sli¢nu gensku i proteinsku strukturu [115-117], ulaze u sastav kostiju i
dentina i prolaze kroz sli€ne post-translacione modifikacije kao $to su fosforilacija 1
glikozilacija koje su krucijalne za njihove dalje funkcije [118]. Poznato je da proteini
ove grupe u svom sastavu imaju arginin-glicin-aspartat (RGD) sekvencu amino kiselina
koja omogucava spajanje c¢elija 1 prenos signala kroz celiju vezivanjem za celijske
integrine [119]. Nedavno, identifikovan je novi deo molekule koga uglavnom cine
amino kiseline serin i aspartat-ASARM (acidic-serin and aspartat-rich motif) za koji je
dokazano da ima glavnu funkcionalnu aktivnost [115, 120] u procesima mineralizacije

kostiju i dentina.

Jedan od najpoznatijih predstavnika ove familije SIBLING proteina osteopontin
otkriven je 1986. godine u kostima odakle i potice njegovo ime ,,0steo”. Sufiks

,,pons‘“(latinska re¢ za most) ukazuje na njegovu ulogu u povezivanju proteina [121].
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Gen za OPN se kod ljudi nalazi na hromozomu 4 u regionu 13 (4q13) i ima 7 exona
[122, 123]. Ovaj ekstracelularni protein se sastoji od oko 300 amino kiselinskih
ostataka, molekulske mase (Mr) od 33 kDa kao nascentni protein i karakteriSe ga
izrazito negativno naelektrisanje. Bogat je asparaginskom kiselinom, glutaminskom
kiselinom i sadrzi oko 30 monosaharida i desetak ostataka serina. Postoji veliki broj
posttranslatornih modifikacija u kojima tezina molekula moze da dostigne 1 44kDa. Kao
glikozilirani, sekretorni fosfoprotein-osteopontin ima znacajne uloge u organizmu,
najceSce u migraciji 1 promeni oblika Celije, kretanju, fuziji Celija, kao hemotakticki
faktor, zatim u procesima mineralizacije koStanog matriksa i u imunom odgovoru nekih

¢elija i tkiva.

Biosinteza ovog proteina se odigrava u razli¢itim tkivima i ¢elijama: fibroblastima
[124], osteoblastima [125], osteocitima [126], celijama koStane srzi, osteoklastima
[127], hondrocitima, dendritskim c¢elijama, makrofagama [128], celijama glatkih i
skeletnih misi¢a [129, 130], vaskularnim endotelnim c¢elijama [131], kardijacnim
miocitima, u c¢elijama mozga, bubrega i placente. Sinteze OPN-a je stimulisana
kalcitriolom (1,25-dihidroksi-vitamin D3). Hipokalcemija i hipofosfatemija takode,
stimuliSu¢i ¢elije proksimalnih tubula bubrega da stvaraju kalcitriol povecavaju
transkripciju, translaciju i sekreciju osteopontina [132,133]. Stimulaciju genske
ekspresije OPN-a vrse i proinflamatorni citokini [134] kao i medijatori inflamacije (npr.
faktor nekroze tumora o (TNFa), interleukin-1B (IL-1pB), angiotenzin 11 i drugi).
Hiperglikemija i hipoksija takode povecavaju ekspresiju gena OPN-a [135].

Izoforme ovog proteina su brojne. Intracelularna varijanta osteopontina (iOPN) je
ukljuena u brojne celijske procese: pokretljivost, migracija, fuzija. Ekstracelularne
forme osteopontina (osteopontin-a, osteopontin-b i osteopontin-c) nastale cepanjem
molekula, sre¢u se u tkivima razli¢itih tipova kancera. Tako je poznato da osteopontin-C
olakSava nastanak jednog tipa tumora dojke zahvaljujuéi asocijaciji sa ekstracelularnim

matrixom [136].

Fosforilacija osteopontina se moze odigrati na ¢ak 28 lokacija Sirom molekula. OPN u
svojoj strukturi ima osetljiva mesta na dejstvo proteaza i one mogu da cepaju molekulu

OPN na deo koji se vezuje za integrine i za CD44 vezujuca mesta.
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Trombin takode cepa molekulu osteopontina tako da nastaje (OPN-R) epitop koji vezuje
integrinske receptore a4f1l, a9B1 i a9B4. Ovi integrinski receptori se nalaze na
membranama leukocita i imaju znacajnu funkciju u celijskoj adheziji, migraciji 1
prezivljavanju ¢elija. Osteopontin se javlja i kod velikog broja imunih ¢elija: mastocita,
neutrofila, T-limfocita, B-limfocita, monocita i makrofaga, gde ima ulogu imuno
modulatora. Takode vezivanjem OPN-a za integrinske receptore u ¢eliji se aktiviraju
signalni tranzicioni putevi imunog odgovora celije. Ova uloga osteopontina kao
medijatora u imunim procesima je vrlo kompleksna i obuhvata hemotakticku ulogu,
ulogu adhezionog proteina u privlacenju ¢elija do povredenog mesta i zarastanje rana,

kao i aktivaciju ¢elije [137].

Hemotakticka uloga OPN, privlacenje Celija i oporavak zapaljenskog mesta potvrdena
je u: privlacenju neutrifila kod alkoholne bolesti jetre [138], skupljanju inflamatornih
¢elija u artriticne zglobove kod reumatiodnog artritisa [139], kao hemotakticki faktor
makrofaga [140] itd. Uloga osteopontina u c¢elijskoj aktivaciji Se ogleda u njegovoj
mogucénosti da stimuliSe diferencijaciju T-helper ¢elija prema Thl tipu tako $to inhibira
produkciju Th2 citokina (IL-10) i usmerava diferencijaciju ka Thl subpopulaciji [137].
OPN ima i funkciju kao citokini Thl ¢elija. On pojacava produkciju i proliferaciju B
limfocita. Takode je ukazano da OPN moze da indukuje degranulaciju mastocita [141].
Osteopontin je 1 vazan antiapoptoticki faktor. Poznato je da sprecava programiranu smrt
¢elija makrofaga, T-limfocita, fibroblasta i endotelnih c¢elija kad su izlozene

smrtonosnim oStecenjima [142].

Prva bioloska funkcija ovog proteina koja je dokazana je njegovo ucesée u
mineralizaciji kostiju i remodeliranju skeleta. Hondrociti i osteoblasti omoguéavaju
mineralizaciju ekstracelularnog matriksa (ECM-osteoid) kostiju tako S§to se u
vezikulama matriksa ovih ¢elija akumuliraju joni kalcijuma (Ca®") i neorganskog
fosfora (Pi) u prvoj fazi bifaznog procesa mineralizacije [143]. Kada su koncentracije
ovih jona dovoljne zapocinje precipitacija u kristale hidroksiapatita (Caio(PO4)s(OH)2 )
koji penetriraju kroz trilaminarnu membranu vezikula matriksa u ekstracelularni prostor
(ECM) bogat kolagenom i brojnim proteoglikanima. Osteopontin je u ovom procesu
,,most” izmedu ¢elija osteoida i1 hidroksiapatita (HA) u ECM kostiju. Inhibitorna uloga

osteopontina u ovom visoko sofisticiranom procesu u kome efektivna mineralizacija
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matriksa kostiju zavisi od koncentracije jona Ca®* i Pi, aktivnosti nekih enzima (alkalne
fosfataze), ali i od inhibitora mineralizacije kao S§to su neorganski fosfat (PPi) i proteini
matriksa, opisana je u studijama [144]. U skora$njim istrazivanjima ukazano je da
ASRAM peptid osteopontina vezuje kristale HA i tako inhibira mineralizaciju ECM
[145, 146]. Cinjenica da sposobnost ASRAM-OPN da veze kalcijum iz HA zavisi od
stepena fosforilacije serinskog ostatka, ukazuje na znacaj post-translacione obrade
osteopontina [147]. Bogat negativnim naelektrisanjem aminokiselinskih ostataka i sa
fosforilisanim serinskim ostacima, molekul izmenjenog osteopontina se otvara i nastaju
nova fleksibilna mesta koja mogu ¢vrsto da vezu kalcijum u razli¢itim biomineralima:
kalcijum-fosfat u kostima i zubima [148], kalcijum-karbonat u srednjem uhu [149],

kalcijum-oksalat u kamenu bubrega [150].

Osteopontin je takode supstrat za brojne enzime Cijom aktivnoS¢u se njegova uloga
inhibitora mineralizacije menja. Jedan od takvih enzima je PHEX (fosfat-regulisana
neutralna endopeptidaza, X-vezana) koji intenzivno razgraduje osteopontin. Genske
mutacije ovog enzima dovode do osteomalacije i X-vezane hipofosfatemije. Bolesnici
sa X-vezanom hipofosfatemiom imaju mek i deformisan skelet i meke zube koji su
podlozni infekciji. Pored uloge u regulisanju normalne mineralizacije ekstracelularnog
matriksa kostiju 1 zuba, osteopontin reguliSe 1 mesta patoloske, ektopi¢ne kalcifikacije
kao §to su urolitijaza i vaskularna kalcifikacija. Znacajnu ulogu u remodeliranju
ljudskog skeleta (godisnje se remodelira 10%) ima osteopontin iz osteoklasta, koji
omogucava formiranje ,.krovne ivice* izmedu celije 1 povrSine kostiju pre pocetka
resorbcije.Cinjenica da OPN reaguje sa mnogim receptorima na razli¢itim ¢elijama, da
podleze brojnim post-transkripcionim i post-translatornim promenama, fosforilaciji i
glikozilaciji, kao 1 proteolizi molekula na viSe mesta, cime menja smer svojih aktivnosti,
¢ini ga jednim od najznacajnijih ucesnika u mnogim fizioloskim stanjima 1 patoloskim
procesima. Zato bi bilo znacajno sa klini¢kog aspekta uticati na nivo plazmatskog (ili
lokalnog) osteopontina, a time i na razvoj bolesti (tj. na leCenje osteoporoze, misi¢ne

distrofije, astme, kancerskih metastaza, nekih formi stresa i drugih bolesti).

Uloga OPN u tumorgenezi i metastaziranju kancera je danas predmet intenzivnog
proucavanja. Celijska migracija i degradacija ekstracelularnog matriksa su krucijalni

koraci u progresiji tumora. Aktivnost matriks-degradacionih proteaza, medu kojima su
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matriks-metaloproteaze, je regulisana faktorima rasta, citokinima i proteinima
ekstracelularnog matriksa. OPN koji omogucava kalcifikaciju proteina ekstracelularnog
matriksa ima znacajnu ulogu u odredivanju aktivnosti proteaza. OPN je takode supstrat
transglutaminazama, faktoru Xllla i matriks-metaloproteazama MMP-3 i MMP-7 §to je
takode povezano sa remodeliranjem ekstracelularnog matriksa. Smatra se da OPN svoj
pro-metastatski efekat vrsi interakcijom sa razli¢itim integrinima i CD44 receptorima
reguliSuc¢i Celijsku signalizaciju i dogadaje koji vode ka progresiji tumora. Do
interakcije OPN sa ovim receptorima dolazi posle cepanja molekule trombinom i
fosforilacije nastalih epitopa (deo molekule za koji se vezuje receptor). Oslobodeni
epitopi su:sekvenca SVVYGLR koji prepoznaje Pl receptorska mesta (a9p1,a4p1) i
GRGDS sekvenca na N-terminalnom kraju koja se vezuje za aVPl, aVB3 i
aVB5integrine zavisno od posttranslacione fosforilacije i aktivacionog stanja integrin
receptora [151]. Efekat interakcije OPN sa ovim integrinskim receptorima kojih ima u
epitelnim cCelijama, glatkim miSi¢nim Celijama i Celijama skeletnih misica,je adhezija
¢elijai sekrecija IL-12 u fizioloskim uslovima, dok u tumorskim c¢elijama ova veza
omogucava aktivnost matriks degradacionih proteaza. Molekul OPN mozZe biti podeljen
na mnogo mesta, a jedno od njih je i C terminalni fragment koji se vezuje za receptore
CD44 (polimorfni hijaluronski receptori) [152]. Ova interakcija je takode ukljucena u
regulaciji ¢elijskih funkcija, hemotaksu, invazija imunih ¢elija, spre¢avanje apoptoza
[153]. Raniji izvestaji su pokazali da veza OPN — CD44 omogucava formiranje Zarista
tumorgeneze u H-RAS —V12 transformisanim ¢elijama preko Rac signala. Pove¢an nivo
ekspresine CD44 su povezani sa hroni¢nom inflamacijom i razvitkom arterijskih bolesti
[155]. Vezivanje OPN sa CD44 indukuje preko fosfoinozitol 3-kinaze (PI3K)/Akt
zavisnog puta NFKB aktivaciju i sintezu urokinaze plasminogen activator (UPA) koji se
sekretuje u ¢elijama kancera i dovodi do degradacije ekstracelularnog matriksa i Sirenja

tumora (SI.3.)
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Slika 3. Uloga osteopontina u progresiji tumora. Ovaj model pokazuje potencijalnu
ulogu OPN u transformaciji normalnih celija u maligne celije raka. OPN je visoko
eksprimiran u u Sirokom spektru maligniteta 1 njegovo vezivanje za integrinske i CD44
receptore indukuje brojne celijske signale. Fosforilacija i aktivacija razli¢itih kinaza
(fosfoinozitol 3-kinaza, NIK, PLC, PKC, MAPK) indukuje DNK vezivanje i aktivaciju
transkripcionih faktora kao S§to su NFkB i AP-1. Tako OPN doprinosi Sirenju
maligniteta kroz inhibiciju apoptoze i aktivaciju razli¢itih matriks proteaza (urokinaze
plazminogen aktivatora uPA i matriks metaloproteaze (MMPs) i vodi ka pokretljivosti

tumorskih ¢elija, rstu tumora i metastazama. Slika je preuzeta iz ref br. 179.
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Materijal i metode

3.

MATERIJAL | METODE

3.1. KOMERCIJALNI REAGENSI:

U eksperimentalnom radu su koris¢eni slede¢i komercijalni test reagensi:

1.

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.

17.
18.

ALBUMIN, Cat No OSR 6202, Beckman Coulter (ranije Olympus Diagnostica
GmbH), Hamburg, Germany

ALP,Cat No OSR 6104, Beckman Coulter (ranije Olympus Diagnostica GmbH),
Hamburg, Germany

ALT,Cat No OSR 6107, Beckman Coulter (ranije Olympus Diagnostica GmbH),
Hamburg, Germany

AST,Cat No OSR 6009, Beckman Coulter (ranije Olympus Diagnostica GmbH),
Hamburg, Germany

BILIRUBIN, Cat No OSR6212, Beckman Coulter (ranije Olympus Diagnostica
GmbH), Hamburg, Germany

CREATININE, Cat No OSR 6187, Beckman Coulter (ranije Olympus
Diagnostica GmbH), Hamburg, Germany

GLUKOZA,Cat No OSR5687, Beckman Coulter (ranije Olympus Diagnostica
GmbH), Hamburg, Germany

UREA, Cat No OSR 4286, Beckman Coulter (ranije Olympus Diagnostica
GmbH), Hamburg, Germany

TOTAL PROTEIN, Cat No OSR6232, Beckman Coulter (ranije Olympus
Diagnostica GmbH), Hamburg, Germany

SYSTEM CALIBRATOR, Cat No 66300, Beckman Coulter (ranije Olympus
Diagnostica GmbH), Hamburg, Germany

Control Sera level 1, ODC0003, Beckman Coulter (ranije Olympus Diagnostica
GmbH), Hamburg, Germany

Control Sera level 2, ODC0004, Beckman Coulter (ranije Olympus Diagnostica
GmbH), Hamburg, Germany

CRP, OQIY, Siemens Healthcare Diagnostics Products GmbH, Marburg,
Germany

CA125 II™, 016-621 09/09, Architect system, Abbott

HE4, 305-486 10/09, Architect system, Abbott

CEA, 265-647 08/09,Architect system, Abbott

CA19.9, 011-263 05/09 Architect system, Abbott

Human Osteopontin Assay Kit-ELISA-IBL, Japan; Code No. 27158
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3.2. PRIBOR | APARATI

U prakti¢nom radu je koris¢en sledeci pribor:

1.

w

~

Vacutaine rsistem za uzorkovanje Krvi(BD Vacutainer® System, Franklin Lakes, NJ,
USA)

e Vacutainer epruveta serumska CAT/gel-5 mL, Cat No 367955

e Vacutainer epruveta za krvnu sliku - 2 mL, Cat No 368841

e Vacutainer epruveta za sedimentaciju -5 mL, Cat No 366666
Seditainer stalak- za odredivanje vrednosti brzine sedimentacije eritrocita
Plasti¢ne 1 staklene epruvete sa odgovarajuc¢im stalkom
Plasticne caSice za Olympus AU2700 analizator, Sapmle Cupe, OE66853,
Beckman Coulter (ranije Olympus Diagnostica GmbH), Hamburg, Germany
Plasti¢ne CaSice za Architect ci8200 analizator, Sample Cups, 8A7601 (Abbott
Diagnostics, Wiesbaden, Germany)
Plasti¢ne Ependorf CaSice 1“pool” epruvete
Automatske pipete firme “Oxford”’sa odgovaraju¢im nastavcima
Signalni sat

U prakticnom radu su koriS¢eni sledeci aparati:

w

N o gk

Olympus AU 400 analizator, Beckman Coulter (ranije Olympus Diagnostica
GmbH), Hamburg, Germany

ARCHITECTRci8200 analizator, Abbott Diagnostics, Wiesbaden, Germany

BN Il nefelometar, Siemens Healthcare Diagnostics Products GmbH (ranije
Dade Behring), Marburg, Germany

Cell-dyn 3700 Abbott Diagnostics,Wiesbaden, Germany

Digifuga GL centrifuga, Heraeus, GermanyWiesbaden, Germany

Mikser ,,Vortex Genie 2 TM”, Lighting, Switzerland

Zamrzivaé na -70 °C, SANYO Electric Co, Osaka, Japan

3.3. MATERIJAL

Ovom klinickom, prospektivnom studijom istrazivanje je obuhvatilo 157 ispitanica

starosti od 16 do 84 godine. Uzorci su sakupljeni u periodu od septembra 2006. do

novembra 2011. godine. Biohemijske analize su radene u laboratorijama Klinike za

ginekologiju i akuSerstvo Klini¢kog centra Srbije (KCS), Sluzbe za poliklini¢ku

laboratorijsku dijagnostiku KCS i Centra za zbrinjavanje urgentnih stanja KCS.
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Ispitivanje je odobreno odlukom Etickog odbora Klinickog centra Srbije u

Beogradu, dana 28.12.2007. godine pod brojem 600/7.

Osobe koje su uklju¢ene u ovu studiju podeljene su u tri grupe: grupa K- kontrolna
grupa, sastavljena od 50 zdravih osoba, koje su dobrovoljno ucestvovale u ovom
istrazivanju, grupa BT- 50 pacijentkinja sa benignim cistama jajnika i grupa MT-57
pacijentkinja kod kojih je dokazano prisustvo malignih tumora jajnika, koje su

takode dale pismenu saglasnost o uc¢estvovanju u studiji.

Bolesnice su imale radnu dijagnozu pelvi¢nih (adneksalnih) masa ili ovarijalnih
tumora i hospitalizovane su radi daljeg lecenja i hirurS§ke intervencije. Kriterijumi za
ukljucivanje bolesnica u studiju obuhvatali su: novootkriveni tumor jajnika (ne
recidiv),odsustvo druge maligne bolesti u poslednjih pet godina i moguénost
uzimanja uzoraka krvi pre hirurS8ke intervencije. Pacijentkinje koje su u svojoj
istoriji imale podatke o ranije dijagnostikovanom ovarijalnim karcinomima, drugim
primarnim peritonealnim kancerima ili su bile na hemioterapiji iskljucene su iz
studije. Demografske i klini¢ke karakteristike pacijentkinja prikazane su u Tabelama
1,2,3 1 4. Pri hospitalizaciji pored ginekoloskog pregleda uzeta je anamneza
porodi¢na i li¢na, izracunat je indeks telesne tezine (body mass index, BMI) kao
koli¢nik tezine (kg) i kvadrata visine (m?).Neke bolesnice su prijavile postojanje
simptoma bolesti: bolovi u maloj karlici, gubitak apetita, malaksalost, ucestalo
mokrenje, nelagodnost 1 osecaj napetosti u maloj karlici. HistopatoloSki nalaz
uzoraka obolelih tkiva uzetih u toku operacije je pokazao da je 50 pacijentkinja
imalo benigne tumore jajnika, dok je 50 pacijentkinja imalo dijagnozu epitelnog
ovarijalnog kancera i bilo je 7 bolesnica sa dijagnozom grani¢nih epitelnih tumora

jajnika border line tumori.

Uzorci krvi su uzimani preoperativno, venepunkcijom, izmedu 7 i 10 casova
ujutru,prema uobicajnom protokolu (nataste), u tri epruvete: jednu sa K2EDTA
rastvorom iz koje je dobijana plazma, drugu biohemijsku epruvetu bez aditiva i
trecu za sedimentaciju sa citratom.Nakon venepunkcije plazma je odvajana

centrifugiranjem (2000g na 4’ C 20 minuta) i bistar supernatant (plazma) razdeljen u
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odgovarajuée porcije i zamrznut na -80° C za dalja ispitivanja.U izdvojenim
uzorcima plazme su odredivane koncentracije OPN, enzim imunoesej tehnikom
(ELISA). U serumu dobijenom posle koagulacije krvi, centrifugiranjem (3000
obrtaja u minuti 15 minuta) na sobnoj temperaturi odredivani suCA-125, HE4,
CEA i CA-19,9 metodom hemiluminescentnog imunoodredivanja sa magnetnim
mikropartikulama (chemiluminescent enzyme immunoassay CMIA testom) na
biohemijskom analizatoru ARCHITECTRci8200.0Ostale biohemijske analize su

uradene spektrofotometrijskim metodama naanalizatoru Olympus AU2700.

3.4. METODE

3.4.1. ODREDIVANJE KONCENTRACIJE OPN ELISA test

Nivo osteopontina u plazmi je odreden enzim imunoesej tehnikom (ELISA)
koris¢enjem komercijalnog testa Immuno-Biological Laboratorie (IBL), Japan, ¢iji
je koeficijent varijacije unutar serije 0,7% do 2,0%. Mikro titraciona ploca ovog
testa je obloZena ze¢jim anti — osteopontin antitelima 1gG (100 pL od 20 pg/mL u
0,1 M karbonatnom puferu , pH 9,5). Dodavanje 1% govedeg serum albumina
omogucava nespecificno blokiranje. U bunarice titracione ploc¢e dodaje se po 100uL
uzoraka i standarda (standardni rastvori se dobijaju razblaZivanjem koncetrovanog
standarda sa 1% govedim serum albuminom i 0,05% Tween 20 fosfatnim puferom).
Posle razlivanja standarda 1 uzoraka ploca se inkubira 1 sat na 37 C. Nakon sedam
ispiranja sa 0,05% Tween 20 fosfatnim puferom dobijaju se sekundarna antitela
(mi$ja monoklonalna IgG antitela) obelezena peroksidazom, koja se vezuju za
kompleks anti-osteopontin antitela-osteopontin iz ispitavanog uzorka.Ovako
pripremljeni uzorci se inkubiraju 30min na 4 C. Posle devet ispiranja, dodaje se
100pL TMB pufera —hromogena, pri ¢emu nastaje reakcija vidljiva po plavoj boji.
Ovaj proces razvijanja boje traje 30 min na sobnoj temperaturi i na mestu koje je
zaSticeno od izvor svetlosti. Reakcija se zaustavlja sa 100pLstop-solution(0,1M
sumporne kiseline). Absorbancija se meri na 450nm na automatskom ELISA ¢itacu.
Na osnovu dobijenih absorbanci standardnih rastvora dobijena je standardna kriva

koja sluzi za odreZivanje koncentracije osteopontina u ispitivanim uzorcima.
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3.4.2. ODREDIVANJE INDEKSA RIZIKA ZA DOBIJANJE OVARIJALNOG
KANCERA ROMA INDEKS

Algoritam koji se dobija kombinacijom pre operativnih vrednosti koncentracija
CA125 i HE4 predstavlja logisticki regresioni model tj. ROMA indeks. Na osnovu
ovog indeksa odreduje se verovatnoca da ispitanica dobije ovarijalni karcinom, i
svrstavaju se u jednu od tri grupe: nizak, srednji i visok rizik. Predikcioni rizik se na
razli¢it na¢in racuna za zene u pre i post menopauzi

Premenopauzalne ispitanice

Pl=-12.0 +2,38*LN(HE4) + 0.0626*LN(CA 125)

Postmenopauzalne ispitanice

P1=-8,09 + 1,04*LN(HE4) + 0,732*LN(CA 125)

PP=exp(Pl)/[1+exp(P1)]

3.5. ANALIZA PODATAKA

Prikupljeni podaci su sistematizovani i obradeni uz primenu statistickog programa SPSS
for Windows 11.5 (Chicago, IL, USA). U analizi su razmatrani relevantni parametri i
obelezja definisani ciljevima istrazivanja i1 pretpostavljenim hipotezama.

Primenjene su sledece metode statistiCke obrade:

- prikupljanje 1 statisticko sredivanje podataka,

tabelarno-graficko predstavljanje rezultata,

Kolmogorov-Smirnov test normalnosti raspodele,

analiza signifikantnosti razlika primenom parametarskih i neparametarskih
testova:
x? (Che Square) test, Student t-test, Mann-Whitney U-test,
Kruskal Wallis — test.
- Tukey post hoc test;

- ANOVA procedura u analizi varijanse;
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Pearsonova korelaciona analiza i Spearmanova analiza korelacije
ranga;

ROC (Receiver Operating Characteristic) analiza;

Kaplan Maier-ova metoda/kriva prezivljavanja

Cox-ova univarijantna  logisticka  regresiona  analiza
prezivljavanja

Logisticka regresiona analiza

Multivarijantna regresiona analiza - Faktor analiza

U radu su izracunavani slede¢i parametri:

varijacije

srednja vrednost (x), standardna devijacija (Sd), koeficijent

(Kv)

medijana (Me)

interval pouzdanosti ( Confidence Interval, ClI)

sistematska (a) i procentualna (b) greska

rezidualna standardna devijacija (Sy)

koeficijent determinacije (R?)

regresioni koeficijent (B)

odnos $ansi (odds ratioOR)

faktor rizika (hazard ratio HR)

Pearsonov koeficijent korelacije (r)

Spearmanov koeficijent korelacije (rho)

determinanta korelacione matrice

Bartlettov test sfericnosti

Keiser-Meyer-Olkinova mera adekvatnosti uzorka (KMO)
karakteristi¢ni koren (eigenvalue)

koeficijent korelacije faktora i promenljive (factor loading)
povrsina ispod ROC krive (AUC), standardna greska (SE), zscore
performanse dijagnostickog testa (senzitivnost,

specifi€nost,pozitivna 1

negativna prediktivna vrednost).

Testiranje znacajnosti izvrSeno je na nivou verovatnoé¢e p<0.05, S§to predstavlja

statistiku zavisnost.
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

2. CILJ RADA

Ciljevi ovog istrazivanja su:

Odredivanje koncentracije glikoproteina OPN-a u plazmi tri grupe ispitanica:
bolesnica sa dijagnozom malignih tumora jajnika, bolesnica sa dijagnozom benignih

tumora jajnika i u plazmi zdravih Zena.

Ispitati da 1i postoji statisticki znacajna razlika u koncentraciji plazmatskog

glikoproteina OPN-a izmedu tri ispitivane grupe.

Da se kod bolesnica sa malignim epitelnim tumorima ispita povezanost izmedu
koncentracije OPN-a i razlicitih histopatoloskih tipova tumora jajnika, stadijuma
razvoja tumorske bolest (FIGO stadijum), histoloSkog gradusa (G) i nuklearnog
gradusa bolesti (NG).

Odrediti specifi¢nost, osetljivost, pozitivnu i negativnu prediktivnu vrednost OPN-a

u dijagnostici tumora jajnika i time ispitati njegov dijagnosticki znacaj.

Odrediti u uzorcima krvi istih ispitanica koncentracije jo§ Cetiri tumor markera:
Cal25, HE4, Cal9,9, CEA, i indeks ROMA i ispitati njihovu korelaciju sa

osteopontinom.

Odrediti prognosticki znacaj plazmatskog glikoproteina OPN-a pracenjem
ispitivanih bolesnica u periodu od 60 meseci i definisati ga u odnosu na

prezivljavanje 1 smrtni ishod bolesti.

Utvrditi  faktorskom analizom koji od ispitivanih podataka: anamnesticki,
laboratorijski i ultrazvuéni podaci, koji se koriste u rutinskoj praksi, mogu da ukazu

na prirodu adneksalnih tumora i pomognu u predikciji karcinoma jajnika.
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4. REZULTATI

4.1. Karakteristike ispitivanih grupa

4.1.1. Socio-demografske karakteristike u ukupnom uzorku

U ovom radu ispitano je 157 zena, koje su podeljene u tri grupe: prvu grupu (MT) su
¢inile bolesnice sa dijagnozom malignih epitelnih tumora jajnika: epitelni karcinomi
jajnika (EOC) i grani¢ni epitelni tumori (border line tumori-BLT) i u njoj je bilo 57
(36,4%) bolesnica, drugu grupu je ¢inilo 50 (31,8%) bolesnica koje su imale dijagnozu
benignih tumora jajnika, a tre¢u kontrolnu grupu (K) ¢inilo je 50 (31,8%) zdravih
ispitanica od ukupnog uzorka (Grafikon 1).

U ispitivanom uzorku nije dokazana statisticki znacajna razlika u distribuciji bolesnica
izmedu ispitivanih grupa: kontrolne grupe (K), grupe sa benignim tumorima (BT) i
grupe sa malignim tumorima (MT) (Tabela 1). Neznatno je vise bolesnica sa malignim

tumorima, X2=0,624, p=0,732, ali ne statisticki znacajno.

Tabela 1. Karakteristike ukupnog uzorka (N=157)

Grupe Broj % 12, p
MT 57 36,4% 0,624
BT 50 31,8% 2

K 50 31,8% 0,732/”3

MT-grupa ispitanica sa malignim tumorima jajnika, BT-grupa ispitanica sa benignim tumorima jajnika,
K-grupa zdravih ispitanica

BMT mBT K

Grafikon 1. Raspodela ispitanica po grupama
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Ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu ispitivanih grupa i prosecne Starosti
bolesnica. Bolesnice sa malignim tumorima su starije od bolesnica sa benignim
tumorima i zdravih ispitanica (F=2,167, p=0,118). Prose¢na starost u ukupnom uzorku
Zena iznosila je 52,9+16,5 godina, najmladja Zena imala je 16,7 godina, a najstarija 86,3

godina.

Tabela 2. Karakteristike ispitivanih grupa ucesnica prema starosnoj dobi

MT BT K
prosecna N=57 N=50 N=50 ANOVA
starost
+ + +
055 56,4+11,8 51,5+17,8 50,2+19,2 F=2.167
e 53.31-59.56 46.44-56.53 44,81-55,70 p=0,118
starosti

Prosecna starost (N=157)
52,9+16,5 (50,33-55,52)

MT-grupa ispitanica sa malignim tumorima jajnika, BT-grupa ispitanica sa benignim tumorima jajnika,
K-grupa zdravih ispitanica

Takodje nije dokazana statisti¢ki zna€ajna razlika u distribuciji bolesnica u odnosu na

menopauzu, p=0,190 (Tabela 3).

Tabela 3. Distribucija ispitivanih ucesnica u odnosu na menopauzu

MT BT K 12,
N=57 N=50 N=50 P
38 66,7% 29  580% 24 48,0%  0,190/ns

MT-grupa ispitanica sa malignim tumorima jajnika, BT-grupa ispitanica sa benignim tumorima jajnika,
K-grupa zdravih ispitanica

Menopauza

Dokazana je statisticki znaCajna razlika u distribuciji bolesnica u odnosu na njihovu
radnu aktivnost medju ispitivanim grupama, statisticki znacajno najveca zastupljenost
radno-aktivnih zena je u grupi zdravih zena, dok je u grupi Zena sa karcinomima jajnika

najvece ucesce nezaposlenih i penzionera, ¥2=26,725,df=4, p<0,0001 (Tabela 4).
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Tabela 4. Distribucija ispitivanih u¢esnica u odnosu na radnu aktivnost

MT BT K Xs’
N=57 N=50 N=50
Zaposlenost
Nezaposlene 12 (21,05%) 6 (12,00%) 6(12,00%)
Radno-aktivne 22 (38,60%)  26(52,00%)  42(84,00%) p<0,0001
Penzioneri 23 (40,35%)  18(36,00%) 2(4,00%)

MT-grupa ispitanica sa malignim tumorima jajnika, BT-grupa ispitanica sa benignim tumorima jajnika,
K-grupa zdravih ispitanica

4.1.2. Klinic¢ke karakteristike i anamnesticki podaci ispitanica

Bolesnice kojima je klini¢kim i ultrazvu¢nim pregledom potvrdena dijagnoza tumora
jajnika hospitalizovane su na Kilinici za ginekologiju i akuserstvo KCS radi daljeg
ispitivanja i leCenja. Podaci dobijeni prilikom uzimanja anamneze su bili sledeéi:
generalije (ime, prezime, starost ispitanica, mesto stanovanja, bracni status), glavne
tegobe i simptomi bolesti, porodi¢na i licna anamneza, anamneza menstruacija (godina
menarhe, menopauza), anamneza pariteta (broj i vrsta porodaja, broj i vrsta pobacaja),

takode, pacijentkinjama je izraCunat i indeks telesne mase (body mass index-BMl).

Poradalo se ukupno 111 (70,7%) zena, a nije se ukupno poradjalo 46 (29,3%) Zena,
najéesce u grupi sa malignim tumorima, bez statisticki znacajnije razlike u odnosu na
grupu ispitanica sa benignim tumorima i u odnosu na zdrave zene (X2=55,8, p=0,063).
U ispitivanom uzorku izmedu grupa i broja porodaja postoji statisticki znacajna razlika,
tako da je median od 2 porodaja ve¢i u grupi sa malignim tumorima od broja porodaja
u kontrolnoj i grupi sa benignim tumorom (Kruskal Wallis-test=6,243, p=0,044).
Statisticki viSe pobacaja imale su ispitanice sa malignim tumorima jajnika (K-
W=14,386, p=0,001).

Ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu grupa u prosecnoj starosnoj dobi ulaska

Zena u menopauzu, na usvojenom nivou pouzdanosti (F=3,049,p=0,053>0,05).
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Medutim, pojedina¢nim uporedenjem grupa dokazuje se da postoji signifikantna razlika
u starosti kada je nastupila menopauza izmedju grupe ispitanica sa malignim tumorom
i kontrolne grupe zdravih Zena (t-test=2,980, p=0.004). U menopauzu su usle zna¢ajno
ranije Zene sa malignim tumorom u odnosu na zdrave Zene, ali u odnosu na Zene sa

benignim tumorom ne postoji znacajna razlika u starosnoj dobi.

Dokazana je statisticki znacajna razlika izmedu grupa ispitanica i godina u kojima su
imale menarhu. Bolesnice sa dijagnozom malignih tumora su menarhu dobile u
prosec¢no najvecoj starosti (13,7£1,76), statisticki zna¢ajno u odnosu na ostale ispitanice

(F=4,082, p=0,019) (Tabela 5).

Statisticki znacajna razlika je dokazana izmedu grupa ispitanica i vrednosti BMI.
Bolesnice sa benignim tumorima su imale nizi BMI. Najvisi BMI karakteristi¢an je za
gojazne zene (BMI iznad 25), koji imaju bolesnice sa malignim tumorima jajnika
(F=5,700, p=0,006). Velina Zena sa benignim adneksalnim tumorima kao i zdrave
ispitanice imaju normalnu telesnu tezinu (BMI:18-24,99) (Tabela 5). Sa druge strane
bilo je na kraju bolesti prekomerne telesne tezine zbog ascita 1 tezine ispod normalne,
kod sve tri ispitivane grupe, ali ipak nije bilo kahekti¢nih Zena.

Tabela 5. Anamnesti¢ke karakteristike ispitivanih grupa

ANOVA,
K-W
parametar ALl =1 S t—testerZL
p
Anamnesti¢ki podaci i BMI
Broj(%o) Broj(%o) Broj(%o) 12, P
Porodjaji 46(80,7%) 35(70%) 30(60%) p=0,063
Median (Min-Max) Median (Min-Max) Median (Min-Max) p
Broj porodjaja 2(0-6) 1(0-4) 1(0-4) +1 p=0,044
Broj pobacaja 1(0-1) 0(0-1) 0(0-1) +1 p=0,001**
Prosek+sd Prosek+sd Prosek+sd
BMI 28,1+6,05 23,3+3,00 23,8+3,16 p=0,006**
Menarha (god.) 13,7+1,76 12,9+1,66 13,0+1,19 p=0,019
Menopauza p=0,053
47,2+4,47 49,1+6,71 50,6+3,42 p=0,004+
(god) (MT:K)

p<0,05*, p<0,01- p<0,001
MT-grupa ispitanica sa malignim tumorima jajnika, BT-grupa ispitanica sa benignim tumorima jajnika,
K-grupa zdravih ispitanica
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Kod bolesnica koje su hospitalizovane mogle su se iz uzetih anamneza analizirati i
sledece varijable: postojanje simptoma bolesti, porodi¢na anamneza i menopauzalni
status. Kod menopauzalnog statusa medju grupama nije dokazana statisticki znacajnija
razlika (x2=0,855,df=1, p=0,355), ali su maligni tumori najfrekventniji u menopauzi
(66,7%, Tabela 6).

Signifikantna je razlika izmedju grupa pacijentkinja kada se izja$njavaju 0 postojanju
simptoma bolesti (¥2=31,128,df=2, p<0,0001). U grupi pacijentkinja sa malignim
tumorima statisticki znacajno vise su bile zastupljene one bolesnice koje su prijavile

postojanje simptoma bolesti (bol u maloj karlici, krvarenje, ¢esto mokrenje).

Kada se analizira prisustvo ginekoloskih bolesti u blizoj porodici (porodi¢na anamneza)
dokazana je znacajna razlika u grupama ispitivanih bolesnica: pozitivna porodi¢na
anamneza statisticki znacajno ucestalija kod bolesnica sa malignim tumorima u odnosu
na bolesnice sa benignim tumorima (y2=3,199, p<0,05). Odnos Sanse da ispitanice u
grupi sa malignim tumorima imaju pozitivahu anamnezu je 5,7 puta veca nego u grupi sa

benignim tumorima (OR=5,71+2,95,95% CI(0,68-47,77)) .

Tabela 6. Distribucija bolesnica u odnosu na menopauzu, simptome i porodi¢nu

anamnezu
parametar MT BT %2, P
N=57 N=36
Menopause Pre Broj 19 21 x2=0,855
% 33.33% 42,00% df=1,
Post  Broj 38 29 p=0,355
% 66.67% 58,00%
Simptomi Bez Broj 3 20 x2=31,128,
% 5.26% 57,10% df=1,
Sa Broj 54 15 p<0,0001
% 94.74%  42,90%
Porodi¢na  Negativha Broj 49 35 x2=3,199,
anamneza %  85.96% 97,20% df=1,
Pozitivna  Broj 8 1 p<0,05

% 14.04% 2,80%
p<0,05 *, p<0,01- p<0,001 **, p<0,0001***

MT-grupa ispitanica sa malignim tumorima jajnika, BT-grupa ispitanica sa benignim tumorima jajnika
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Ultrazvuénim pregledom trbuha i male Kkarlice dobijeni su podaci o veli¢ini tumora,
polozaju, obliku, tipu i o prisustvu ascita (Tabela 7). Analiza veliine tumorske mase
pokazala je da su kod bolesnica sa malignim tumorima jajnika ¢es¢i tumori veli¢ine
preko 10 cm, a u grupi bolesnica sa benignim tumorima jajnika najéeséi su tumori do 5
cm veli¢ine dijametra tumora, bez statistiCcki znaCajne razlike u zastupljenosti

(x2=2,057, df=2, p=0,357) (Tabla 7).

Kod malignih tumora ¢e$¢i su multilokularni tumori (x2=40,065, df=1, p<0,0001), dok

su u grupi benignih tumora statisticki zna¢ajno ¢e$¢i unilokularni tumori (Tabela 7).

U grupi malignih tumora ¢es$¢i su bilateralni tumori u odnosu na pojavu istih u grupi
benignih i border line tumora (32=0,317,df=1, p=0,573), dok su u grupi benignih ¢es¢i
unilateralni tumori, bez statisticki znacajnije razlike (Tabela 7). Kod malignih tumora
¢es¢e je dokazano prisustvo ascita u odnosu na grupu benignih (x2=15,69,df=1,
p<0,0001), statisticki znacajno. Kod malignih tumora ¢e$¢i su kombinovani tumori (i
solidni i cisti¢ni) u odnosu na pojavu istih u grupi benignih (y2=5,506,df=2, p=0,126),

dok su u grupi benignih ¢es¢i cistiéni, bez statisti¢ki znacajnije razlike (Tabela 7).
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Tabela 7. Karakteristike dobijene ultrazvuénim pregledom u ispitivanim grupama

parametar
<5cm
Dijametar 5-10 cm
>10cm
Multilokularni
Lokularnost
Unilokularni

Prisutan ascit

Ascit
Nema ascita
Solidni
Solidni Cistiéni

Kombinovano

Unilateralni
Lateralnost
Bilateralni

p<0,05 *, p<0,01- p<0,001 **, p<0,0001*

Broj
%
Broj
%
Broj
%
Broj
%
Broj
%
%
Broj
%
Broj
%
Broj
%
Broj
%
Broj
%
Broj
%
Broj
%

MT
N=57
11
19.30%
24
42.11%
22
38.60%
51
89.47%
6
10.53%
33.33%
35
61.40%
22
38.60%
8
14.04%
38
66.67%
11
19.30%
38
66.67%
19
33.33%

BT
N=36
10
27,80%
17
47,20%
9
25,00%
9
25,00%
27
75,00%
27,80%
7
19,40%
29
80,60%
5
13,90%
30
83,30%
1
2,80%
26
72,20%
10
27,80%

x2,sign p

x2=2,057,
df=2
p=0,357

%2=40,065,
df=1,
p<0,0001

12=15,69
df=1,
p<0,0001

%2=5,506,
df=2
p=0,064
%2=0,317,

p=0,573

MT-grupa ispitanica sa malignim tumorima jajnika, BT-grupa ispitanica sa benignim tumorima jajnika
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4.1.3 Patohistoloske karakteristike ispitivanih bolesnica-histoloSki
tipovi tumora

Histoloske karakteristike tumora kod ispitivanih bolesnica prikazane su u Tabeli 8.
(bolesnice sa benignim bolestima jajnika) i u Tabelama 9 i 10 (bolesnice sa malignim
bolestima jajnika).

U grupi bolesnica sa benignim tumorima najzastupljenija histoloSka dijagnoza je serozni
benigni tumor jajnika (cystadenom serosum ovarii) kod 14 (28%) bolesnica, zatim
endometrioti¢ne ciste jajnika (cystis endometriotica ovarii) kod 11 (22%) Zena, tekom
(thecoma ovarii) i proste ciste (cystis simplex) su zastupljene u istom procentu 8 (16%).
Benigne dermoidne ciste (cystis dermoides) i adenofibromi (cystis adenofibroma ovarii)
zastupljene su takodje u istom procentu sa po 2 (4%) slu¢aja. Mucinozni adenom je
prisutan u pet bolesnica 17,2%.

U Tabeli 8 i Grafikonu 2 prikazana je distribucija Zzena u grupi sa benignim bolestima u
odnosu na histoloski tip tumora i menopauzu. Prikazana je i prosecna starost u odnosu
na menopauzu, p<0,001.

U grupi bolesnica sa benignim tumorima koje nisu u menopauzi znacajno vise je
zastupljena histopatoloska dijagnoza endometrioze, u odnosu na druge tumore,

p<0,0001, dok je medju zenama u menopauzi viSe seroznih tumora, p<0,0001.

Tabela 8. Distribucija bolesnica sa benignim tumorima prema histopatoloskoj
dijagnozi, prose¢noj starosti i menopauzi

Bolesnice sa benignim tumorima

Premenopauza Menopauza Ukupno
Broj % Broj % N=50
Broj 21 (42%) 29 (58%0) 50 (100%0)
Starost 35,50+7,11 63,07+£13,61 51,49+17,76
Histologija

Cystis simplex ovarii 2 9,5% 6 20,7% 8
Cystis endometriotica 10 47,6% 1 3,4% 11
Cystis dermoides ovarii 2 9,5% 2
Cystis adenofibroma ovarii 1 4,8% 1 3,4% 2
Thecoma ovarii 2 9,5% 6 20,7% 8
Cystadenoma mucinosum 5 17,2% 5
Cystadenoma serosum 4 19,0% 10 34,5% 14
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Grafikon 2. Histoloska dijagnoza u odnosu na menopauzu u grupi bolesnica sa

benignim tumorima

U grupi bolesnica sa malignim bolestima bilo je pacijentkinja sa grani¢nim tumorima
epitelnog porekla border line tumorima i pacijentkinja sa epitelnim ovarijalnim
karcinomima.

Sa dijagnozom border line tumorima bilo je 7 bolesnica, od toga atypically proliferating
mucinosus tumor-border line imalo je 5 (71,4%) bolesnica, dok je atypically
proliferating serozum tumor-border line dijagnostikovan kod 2 (28,6%) Zene (Tabela
9).

U podgrupi bolesnica sa histopatoloskom dijagnozom border-line tumora bilo je u
premenopauzi 4 (57,1%) Zena a u menopauzi 3(42,9%) Zena. (Tabela 9, Grafikon 3).

Prose¢na starost u grupi bolesnica sa dijagnozom border line tumora koje nisu u
menopauzi iznosila je 36,88+13,21 godina, dok je kod bolesnica sa istom histoloskom
dijagnozom u menopauzi iznosila je 55,67+£8,54 godina, te su Zzene u menopauzi bile

statisticki znacajno starije, p<0,001(Tabela 9).
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Tabela 9. Distribucija bolesnica sa grani¢nim epitelnim tumorima-border

line prema histopatolo$koj dijagnozi, prosenoj starosti i menopauzi

border line
Pre menopauza Menopauza N=7
Ukupan broj 4 (57,1%) 3 (42,9%) 7 (12%)
Starost 36,88+13,21 55,67+8,54 44,93+14,57
Histologija

Atypically proliferating-border line 3 (75%) 2 (66,7%) 5 (71,4%)
mucinosum tumor ovarii
Atypically proliferating-border line 1 (25%) 1 (33,3%) 2 (28,6%0)

serozum tumor ovarii

U grupi Zena sa epitelnim ovarijalnim karcinomima bilo je 50 ispitanica, od toga
najzastupljenija histoloska dijagnoza je serozni tumor (adenocarcinoma papilare
serosum ovarii i adenocarcinoma serosum ovarii) i to kod 23 (46%) bolesnice.
Histolosku dijagnozu adenocarcinoma endometroides ovarii imalo je 11 (22%)
pacijentkinja, dok je mucinozni tumor (adenocarcinoma mucinosum ovarii)
dijagnostikovan kod 7 (14%) bolesnica. Adenocarcinom svetlih ¢elija (clear cell) i
kombinovani adenocarcinom (adenocarcinoma mixtum ovarii) su zastupljeni u istom
procentu u grupi bolesnica sa malignin tumorima 1 to sa po 4 (8%) slucaja. Zabelezen je
1 jedan slu€aj (2%) sa histopatoloSkom dijagnozom nediferentovanog tumora jajnika.
Postoji statisticki znaajna razlika u distribuciji bolesnica u odnosu na histologiju
tumora u ukupnom uzorku, znacajno najviSe je bolesnica sa seroznim tumorima U

ukupnom uzorku, p<0,0001.

U Tabeli 10 i Grafikonu 3 prikazana je distribucija bolesnica sa dijagnozom malignih
tumora u odnosu na histologiju tumora i menopauzu. U premenopauzi je bilo 15 (30%)
zena, a u menopauzi 35 (70%) zena. U grupi zena kod kojih su dijagnostikovani
karcinomi jajnika najzastupljenija histoloska dijagnoza kod Zena u premenopauzi su
serozni i1 endometrioidni epitelni tumori jajnika i to u po 5 (33,3%) slucaja, mucinozni
tumor je dijagnostikovan u 3 (20%) slucaja, dok je karcinom svetlih ¢elija (clear cell)
bio dijagnostikovan u 2 (13,3%) slucaja. U ovoj istoj grupi Zena sa karcinomima jajnika

koje su u menopauzi, najzastupljenija histoloska dijagnoza je serozni epitelni tumor
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jajnika i1 to kod 18 (51,4%) bolesnica, endometrioidni epitelni tumor kod 6 (17,1%)
bolesnica, mucinozni tumor je dijagnostikovan kod 4 (11,4%) bolesnice, dok je ,,clear
cell“ epitelni tumor zabelezen u 2 (5,7%) sluCaja. Zabelezen je i jedan slucaj
nediferentovanog epitelnog tumora jajnika (2,9%). Statisticki znacajno je razliita
distribucija bolesnica u odnosu na histologiju tumora, znacajno najvise je bolesnica sa
seroznim epitelnim karcinomima jajnika u grupi malignih pacijentkinja koje su u
menopauzi, p<0,001 dok je znacajno najmanje bolesnica sa ,,clear cell “ karcinomima u
grupi malignih bolesnica u menopauzi, p<0,01. U grupi bolesnica koje su u

premenopauzi najzastupljeniji tip je serozni i endometrioidni karcinom jajnika, p<0,01.

Prikazana je i prosecna starost u odnosu na menopauzu na Tabeli 10. Prose¢na starost u
grupi bolesnica sa EOC koje nisu u menopauzi iznosila je 48,39+7,23 godina, a kod
bolesnica u post menopauzi prosecna starost iznosila je 62,18+8,97 godina, te su Zene u

menopauzi bile statisti¢ki znacajno starije, p<0,001.
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Tabela 10. Distribucija bolesnica sa malignim tumorima-EOC prema

histopatoloSkom tipu bolesti, prose¢noj starosti i menopauzi

EOC
Pre Meno N=50
Menopauza Pauza
Ukupan broj 15 (30,0%) 35 (70%0) 50 (100%0)
Starost 48,39+7,23  62,18+8,97 58,044+10,56
Adenocarcinoma mucinosum ovarii 3 (20%) 4 (11,4%) 7 (14%)
Adenocarcinoma serosum ovarii 5 (33,3%) 18 (51,4%) 23 (46%)
Adenocarcinoma endometroides 5 (33,3%) 6 (17,1%) 11 (22%)
ovarii
,,clear cell ” carcinoma ovarii 2 (13,3%) 2 (5,7%) 4 (8%0)
Adenocarcinoma mixtus malignus 4 (11,4%) 4 (8%)
ovarii
,undiferentiated ” 1(2,9%) 1 (2%)
100% _/ Undiferentid
90% - 0
i g 33.30
70% - B Mixtum
60% -
50% -
ggzﬁ ] 6 B Clear Cell carcinoma
20% -
10% - ,
0% B Adenocarcinoma
T & g g endometroides
= = = =
1] 1] (1] 1] -
Y Y Y Y = Serozum tumor ovarii
= = = =
@ 8] 1) 8]
£ = £ =
g ot B Mucinosum tumor ovarii
(=8 o
Border Line Maligne

Grafikon 3. Histolo$ka dijagnoza i menopauza u grupi Zena sa karcinomima
jajnika (EOC i BLT)
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4.1. 4. Karakteristike bolesnica prema stadijumu tumorske bolesti

(FIGO), histoloSkom gradusu bolesti (G) i nuklearnom gradusu bolesti
(NG)

Distribucija bolesnica sa dijagnozom malignih tumora jajnika prema stadijumu
tumorske bolesti (FIGO), histoloskom gradusu (G) i nuklearnom gradusu (NG)
prikazana je u Tabeli 11.

Bolesnice koje su imale dijagnozu grani¢ni karcinom jajnika epitelnog porekla (border
line) u histopatoloskoj dijagnozi se ne gradiraju prema nuklearnom i histoloskom
gradusu, a sve su pripadale FIGO | stadijumu tumorske bolesti. Pored njih i Getiri
bolesnica iz grupe bolesnica sa malignim tumorima nisu imala podatke o nuklearnom i

histoloskom gradusu karcinoma.

Statisticki znacajno je razli¢ita distribucija bolesnica u odnosu na stadijum bolesti.
Znadajno vise je bolesnica sa FIGO III stadijumom bolesti, ¥*=13,84, p<0,003, u
ispitivanom uzorku. (Tabela 11 i Grafikon 4).
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Tabela 11. Distribucija bolesnica sa malignim tumorima jajnika prema FIGO

stadijumu tumorske bolesti, histoloSkom gradusu i nuklearnom gradusu

parametar MT N=57
Broj %

FIGO FIGO I 20 35.10%
stadijL_Jm FIGO Il 6 10.50%
bolesti £ 1go 111 23 40.40%

FIGO IV 8 14.00%
Ukupno 57 100,0%
22, p 12=13,84 p<0,003

Ukupno N=50 Broj %

Histoloski Nema Gradus 4 8.00%
gradus Gl 10 20.00%
(©) G2 24 48.00%

G3 12 24.00%
Ukupno 50 100,0%
12, P %2=16,88 p<0,001

Ukupno N=50 Broj %

Nuklearni Nema NG 4 8.00%
Gradus NG | 10 20.00%
(NG) NG II 31 62.00%

NG Il 5 10.00%
Ukupno 50 100,0%
12, P ¥2=38,16 p<0,0001

45,0%

40,40%

35,10%

30,0% -

15,0% A 14,00%

10,50%

0,0% -

FIGO | FIGO Il FIGO 1l FIGO IV

Grafikon 4. Distribucija bolesnica prema FIGO stadijumu tumorske bolesti.
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Statisticki znacajno je razli¢ita distribucija bolesnica u odnosu na histoloski gradus
tumora. Znacajno najvise je bolesnica sa histoloskim gradusom Il (G 1l), %=16,88,

p<0,001. Ovi rezultati su prikazani u Tabeli 11 i Grafikonu 5.
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Grafikon 5. Distribucija bolesnica prema histolo§kom gradusu

Statisticki znacajno je razli¢ita distribucija bolesnica u odnosu na nuklearni gradus
tumora. Znagajno najvise je bolesnica sa NG 11 medju malignim tumorima, %°=38,16,
p<0,0001. Rezultati su prikazani u Tabeli 11 i Grafikonu 6.
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Grafikon 6. Distribucija bolesnica prema nuklearnom gradusu
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U Tabeli 12, koja sledi, prikazana je distribucija bolesnica koje su imale maligne tumore
jajnika u odnosu na histologiju tumora i stadijum tumorske bolesti. Prikazana je i
distribucija u odnosu na menopauzu. U podgrupi Zena koje nisu u menopauzi bilo je
ukupno 19 slu¢ajeva, od toga u FIGO I stadijumu bilo je najviSe Zena 11(57,9%), u
FIGO Il bilo je 3 (15,8%) bolesnice, a u FIGO Il bilo 5 (26,3%) pacijentkinja. U FIGO
IV stadijumu tumorske bolesti nije bilo ispitanica u premenopauzi.

U podgrupi zena koje nisu u menopauzi u FIGO | stadijumu tumorske bolesti
najzastupljenija histoloska dijagnoza je mucinozni adenokarcinom i to kod 6 (54,5%)
bolesnica. U grupi sa FIGO Il stadijumom tumorske bolesti podjednaka je zastupljenost
seroznih adenokarcinoma, karcinoma svetlih c¢elija i endometrioidnih adenokarcinoma
(33,3%). U grupi Zena sa FIGO Ill stadijumom tumorske bolesti najzastupljenija

histoloSka dijagnoza je serozni adenokarcinom jajnika i to kod 3 (60%) bolesnice.

Nema dokazane statisticke znacajnosti u podgrupi Zena Koje nisu U menopauzi u

odnosu na histolosku dijagnozu, ¥2=9,437, p=0,149.

U podgrupi Zena koje su u menopauzi bilo je ukupno 38 bolesnice (3 bolesnice sa
dijagnozom grani¢nih tumora jajnika i 35 slucaja EOC). Od toga sa FIGO I stadijumom
bolesti bilo je 9 bolesnica (23,7%), sa FIGO Il stadijumom bolesti bile su 3 (7,9%)
bolesnice, sa FIGO Il stadijumom bolesti bilo je 18 (47,4%), a sa FIGO IV stadijumom
bolesti bilo je 8 (21,1%) bolesnica.
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Tabela 12. Distribucija bolesnica sa malignim tumorima prema histoloskoj
dijagnozi, FIGO stadijumu i menopauzi

FIGO I FIGO Il FIGO Il FIGO IV  Total %
Broj % Broj % Broj % Broj %
Pre menopauza

Adenocarcinoma 6 54,5% 0 0,0% 0 0,0% 6 31,6%
mucinosum
Adenocarcinoma 2 18,2% 1 33,3% 3 60,0% 6 31,6%
serosum
Adenocarcinoma 3 27,3% 1 33,3% 1 20,0% 5 26,3%
endometroides
Clear cell 0 0,0% 1 33,3% 1 20,0% 2 10,5%
Pre menopauza 11 57,9% 3 15,8% 5 26,3% 19 33,3%
Menopauza
Adenocarcinoma 5 55,6% 0 0,0% 1 5,6% 0 0,0% 6 75,0%
mucinosum
Adenocarcinoma 3 33,3% 1 333% 11 61,1% 4 50,0% 19  237,5%
serosum

Adenocarcinoma O 0,0% 1 33,3% 2 11,1% 3 37,5% 6 75,0%
endometroides

Clear cell 1 111% 0 0,0% 0 0,0% 1 12,5% 2 25,0%

Adenocarcinoma O 0,0% 1 33,3% 3 16,7% 0 0,0% 4 50,0%
mixtus

Undiferentiated 0 0,0% 0 0,0% 1 5,6% 0 0,0% 1 12,5%

Menopauza 9 23,7% & 79% 18 474% 8 21,1% 38 66,/%

4.1.5 Period pracenja ispitanica u ovom istraZivanju

Pracenje bolesnica koje su obuhvacene ovim istrazivanjem u cilju dobijanja informacija o
periodu prezivljavanja 1 prognostickom zna€aju osteopontina bilo je dostupno za 47
bolesnica sa dijagnozom benignih tumora jajnika i za 57 bolesnica iz grupe sa

karcinomima jajnika.

Sve bolesnica sa benignim tumorom jajnika koje su uklju¢ene u ovo istrazivanje bile su
zive (47b olesnica) na kraju istrazivanja, dok je u grupi pacijentkinja sa malignim

tumorima na kraju istrazivanja 30 (52,6%) zivih, a 27 (47,4%) je umrlo, Tabela 13.
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Prosetno vreme pracenja za grupu bolesnica sa benignih tumorima iznosilo je
58,22+22,19 meseci, sa medijanom od 50 meseci, a kretalo se od 33 meseca do 91
meseca, a sve zene obuhvacene istrazivanjem su na kraju istrazivanja bile Zive. Bolesnice
sa malignim tumorima su pra¢ene od jednog meseca do 100 meseci, u zavisnosti od
datuma operacije, a prosecno vreme pracenja iznosilo je 38,61+£30,13 meseci, sa
medijanom od 30 meseci. Od toga prose¢no vreme pracenja zena koje su na kraju
istrazivanja imale pozitivan vitalni status bilo je 59,90+25,91 meseci sa medijanom od 55
meseci, dok je proseéno vreme pracenja zena koje su imale smrtni ishod bilo je
14,96+10,15 meseci sa medijanom od 13meseci. Smrtni ishod je statisticki znacajno
smanjio pracenje u grupi malignih tumora, za p<0,0001. Rezultati su prikazani u Tabeli
13 i Grafikonu 7.

Tabela 13. Prose¢no vreme pracenja pacijentkinja

Prosek

o .
Grupa N (%) (meseci) SD Median
Prezivljavanje 30(52,6%) 59,90+25,91 55
MT Smrtni ishod 27(47,4%) 14,96+10,15 13
Ukupno 57 38,61+30,13 30
BT Prezivljavanje 47(100%) 58,22+22,19 50
Smrtni ishod Nema
100 —_
80—
o
o
; 60—
= «o-
g _
20—
o 1
V_I I |

Vitalni status

Grafikon 7. Prose¢no vreme praéenja bolesnica sa karcinomima jajnika
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U grupi bolesnica sa benignim bolestima jajnika nema smrtnog ishoda, tako da je
verovatno¢a pracenja do 60 meseci 100%. U grupi bolesnica sa karcinomima jajnika
verovatno¢a prac¢enja u prvih mesec dana je iznosi 98,2% (0,982+0,017), do 6 meseci
pracenja verovatnoa prezivljavanja pada na 87,7% (0,877+0,043), do 12 meseci
verovatnoéa prezivljavanja pada na 77,2% (0,77240,056), nakon 2 godine praéenja
verovatnoc¢a prezivljavanja pada na 64,9% (0,649+0,063), nakon 3 i viSe godina pracenja
verovatnoc¢a prezivljavanja iznosi svega 51,8% (0,518+0,068). Kada se analizira
prezivljavanje u grupi malignih 1 grupi benignih bolesnica dokazana je statisticki
znacajna razlika u verovatnoci prezivljavanja, Log Rank test=31,778, df=1, p<0,0001, ta

verovatnoca je znacajno niZa u grupi bolesnica sa malignim tumorima (Grafikon 8).
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Grafikon 8. Verovatnocéa prezivljavanja bolesnica sa tumorima jajnika nakon

operacije

4.1.6. Ishod u grupi bolesnica sa malignim tumorima

U grupi bolesnica sa malignim tumorima prosecno vreme pracenja bolesnica koje su bile
u stadijumu FIGO I iznosilo je 57,50+£26,27 meseci, sa medijanom od 47 meseci; u FIGO
Il bilo je 45,00+27,10 meseci sa medijanom od 36 meseci; dok je prose¢no pracenje zena

u FIGO Il stadijumu bilo 29,35+27,75 meseci sa medijanom od 23 meseci; a prose¢no
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pracenje zena sa FIGO IV bilo je 13,25+19,32 meseci sa medijanom od 7 meseci. Ovi
rezultati su prikazani u Tabeli 14 i Grafikonu 9.

U grupi bolesnica koje su imale dijagnozu karcinoma jajnika i koje su na kraju studije bile
zive (30 Zena) prosecno vreme pracenja iznosilo je 59,90+25,91 meseci. U FIGO |
stadijumu tumorske bolesti prose¢no vreme pracenja iznosilo je 60,33+26,16 meseci, sa
medijanom od 62 meseca; u FIGO Il stadijumu tumorske bolesti bilo je 47,80+£29,31
meseci sa medijanom od 36 meseci, dok je prose¢no pracenje zena sa FIGO III
stadijumom bolesti bilo 68,67+25,26 meseci sa medijanom 84 meseci, dok je pracenje
jedne Zene koja se bila u FIGO IV stadijumu tumorske bolesti bilo 60 meseci. Rezultati su

prikazani u Tabeli 14 i Grafikonu 9.

U grupi bolesnica sa smrtnim ishodom koje su imale histopatoloski potvrdenu dijagnozu
malignog tumora jajnika (27 ispitanica) prose¢no vreme pracenja iznosi 14,96+10,15
meseci. U FIGO | stadijumu tumorske bolesti iznosilo je 32,00+5,66 meseci, sa
medijanom od 32 meseca, u FIGO Il stadijumu tumorske bolesti prose¢no vreme
pracenja bolesnica iznosilo je 31 mesec, bolesnice koje su bile u FIGO IlI stadijumu
tumorske bolesti pracene su u proseku 15,47+8,65 meseci sa medijanom od 13 meseci,
dok je prosecno pracenje zena sa FIGO IV stadijumom bolesti bilo 6,57+4,39 meseci sa

medijanom od 6 meseci. Rezultati su prikazani u Tabeli 14 i Grafikonu 9.

Tabela 14. Prose¢no vreme preZivljavanja bolesnica sa malignim tumorima prema
FIGO stadijumu bolesti

Vitalni status MT N prosek SD Median

FIGO | 18 60,33+26,16 62

FIGO Il 5 47,80£29,31 36

Prezivljavanje FIGO 11 6 68,67+25,26 84
FIGO IV 1 60,00

Ukupno 30 59,90£25,91 55,5

FIGO | 2 32,00+5,66 32
FIGO Il 1 31,00

Smrtni ishod FIGO Il 17 15,47+8,65 13

FIGO IV 7 6,57+4,39 6

Ukupno 27 14,96+10,15 13

FIGO | 20 57,50+26,27 47

Ukupno FIGO II 6 45,00+27,10 36

FIGO Il 23 29,35+27,75 23
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Grafikon 9. Ishod bolesti kod ¢etiri FIGO stadijuma karcinoma jajnika

U grupi bolesnica sa malignim bolestima jajnika kod FIGO | stadijuma verovatnoca
pracenja u prvih 28 meseci iznosi 95% (0,95+0,049), nakon 3 godine pracenja
verovatnoc¢a prezivljavanja pada na 87,7% (0,877+0,083). Bolesnice u FIGO I stadijumu

pracene su do 90 meseci, (Grafikon 10).

U grupi bolesnica sa karcinomima jajnika koje su bile u FIGO Il stadijumu bolesti
verovatno¢a pracenja u prvih 24 meseca iznosi 100%, a nakon 31 meseca 80%

(0,800+£0,179). Rezultati su prikazani u Grafikonu 10.

U grupi malignih bolesnica kod FIGO III stadijuma verovatnoca pracenja u prvih mesec
dana iznosi 95,7% (0,957+0,043), do 6 meseci pracenja verovatnoc¢a prezivljavanja pada
na 87% (0,870+0,043), do 12 meseci verovatnoca prezivljavanja pada na 69,6%
(0,696+0,096). Nakon 2 godine praenja verovatnoca prezivljavanja pada na 43,5%
(0,435+0,103). Nakon 3 godine pracenja verovatnoca prezivljavanja je bila 26,1%
(0,261+0,092). Pacijentkinje sa FIGO IlI stadijumom bolesti pra¢ene su maksimum do 86

meseci i rezultati su prikazani u Grafikonu 10.

U grupi bolesnica sa malignim bolestima jajnika koje su bile u FIGO IV stadijumu
tumorske bolesti verovatnoca praéenja u prvih 2 meseca iznosila je 87,5% (0,875+0,117),

nakon 6 meseci 50% (0,5+0,177), a nakon 14 meseci pra¢enja verovatnoca prezivljavanja
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pada na 12,5% (0,125+0,117). Pacijentkinje sa FIGO IV stadijumom bolesti pracene su

maksimum do 60 meseci i rezultati su prikazani u Grafikonu 10.

Kada se analizira prezivljavanje u grupi bolesnica sa malignim bolestima jajnika u
odnosu na FIGO stadijum dokazana je statisticki znacajna razlika u verovatnoci
prezivljavanja, Log Rank test=36,614, df=1, p<0,0001, ta verovatno¢a je znacajno

najniza u grupi bolesnica sa FIGO 1V stadijumom bolesti, a najvisa u FIGO I stadijumu.
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Grafikon 10. Verovatno¢a preZivljavanja bolesnica sa malignim tumorima jajnika
prema FIGO stadijumu tumorske bolesti

4.1.7. Rezultati laboratorijskih ispitivanja

U Tabeli 15. su prikazane laboratorijsko-hematoloske i biohemijske karakteristike sve
tri ispitivane grupe. Srednja vrednost * standardna devijacija, medijana biohemijskih
parametara su testirane adekvatnim testom, u odnosu na homogenost (normalnost

distribucije) posmatranih serija.

U uzorcima krvi ispitivanih zena odredeni su hematolosko-biohemijski parametri i nije

dokazana statisticki znacajna razlika u proseCnim vrednostima eritrocita (p=ns),
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hemoglobina (p=ns), leukocita (p=ns), ali je postojala statisticki znaCajna razlika u
srednjoj vrednosti trombocita izmedu ispitivanih grupa. lako je u grupi bolesnica sa
malignim cistama jajnika bila statisti¢ki znac¢ajno je najvisa vrednost trombocita, (K-W

test=12,627, df=2, p<0,002) ona se nije statisti¢ki razlikovala od referentnih vrednosti.

Takode, nije dokazana statisticki znacajna razlika u vrednostma sledec¢ih biohemijskih
parametara izmedju ispitivanih grupa: glukoze (K-W test=0,792, df=2,p=0,673), uree
(K-Wtest=0,065, df=2, p=0,968), kreatinina  (F=2,960,p=0,055), alanin
aminotransferaze (ALT) (K-W test=0,501, df=2,p=0,779), aspartat aminotransferaze
(AST) (K-W test=7,268, df=2,p<0,026), u vrednostima alkalne fosfataze (ALP) (K-W
test=0,838, df=2, p=0,658). U prose¢nim vrednostima ispitivanih grupa nije postojala
statisticki znacajna razlika u koncentraciji ukupnih proteina (p=ns), albumina (p=ns), 1

za vrednost ukupnog bilirubina (p=ns).

Analiza proseénih vrednosti markera inflamacije: C-reaktivni protein (CRP) i
sedimentacije eritrocita (Se) je pokazala statisticki znacajno viSe vrednosti u grupi
bolesnica sa malignim bolestima jajnika CRP (K-W test=17,603, df=2, p<0,0001) i Se
(K-W test=50,710, df=2, p<0,0001). Rezultati su prikazani u Tabeli 15.
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Tabela 15. Distribucija vrednosti laboratorijskih parametara kod pojedinih grupa

Eritrociti
(br x10% /L)

Hgb (g/L)

Leukociti ( br x 10°/L)

Trombociti (br x 10°
L)

Glukoza (mmoL/L)
Urea (mmoL/L)
Kreatinin (umoL/L)
ALT (U/L)
AST (U/L)

ALP (U/L)
Ukupni protein (g/L)
Albumin (g/L)
Bilirubin(umoL/L)
CRP (mg/L)

Sedimentacija (mm/h)

*p<0,05,** p<0,01- p<0,001, p<0,0001*** ,  raspodela nije Gaussova

MT-grupa ispitanica sa malignim tumorima jajnika, BT-grupa ispitanica sa benignim tumorima jajnika,

K-grupa zdravih ispitanica

ispitanica
MT BT
Prosek + SD Prosek + SD
Median Median
4,21+0,41 4,22+0,43
4,20 4,21
120,33+12,51 126,94+25,71
123,00 124,0
8,03+2,55 7,37+2,25
7,65 7,21
337,87+137,02 264,56+78,68
318,00 261,00
5,63%2,34 5,13+0,81
5,00 5,10
4,88+2,54 4,53+1,78
4,90 4,45
68,27+13,74 67.70+13.13
66,0 65,0
21,65+11,30 20,18+9,43
18 20,5
24,06+£12,25 19,50+9,78
24 18
78,07+£99,63 63,50+16,19
58 59
64,68+6,98 66,50+8,08
64,5 67,5
42,05+14,2 42,14+6,37
39,5 45
11,44+3,74 11,15+4,34
10,25 10,21
75,94+75,60 20,05+24,60
68,5 12,25
54,88+28,86 26,66+18,15
54,0 24,0

K

Prosek + SD
Median
4,29+0,42
4,34
128,10+11,17
127,50
7,21+£1,90
7,19
260,76+56,15
268,50
5,36+0,93
5,15
4,50+1,41
4,25
62,48+12,76
60,5
19,38+8,58
19
19,86+6,20
20
66,12+21,01
59
68,02+7,47
69,5
41,76+5,62
415
9,91+4,04
9,4
3,93+1,17
4,10
13,73+7,26
12

ANOVA,
K-W+
p

0,977/ns
0,054/ns
0,174/ns
+0,002%*
+0,673/ns
+0,968/ns
0,055/ns
+0,779/ns
+0,126/ns
+0,658/ns
0,80/ns
+0,889/ns
0,128/ns
+0,000%**

+0,000***
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Ucesnicama u ispitivanju su odredeni 1 tumor markeri koji se najces¢e ispituju u
dijagnostici ovarijalnih cisti: Cal25, HE4, Cal9,9, CEA, izraCunat je prediktivni
ROMA indeks i odreden je glikoprotein OPN. Dobijene vrednosti su prikazane u Tabeli
16.

Prose¢na vrednost tumor markera CA125 u grupi bolesnica sa benignim bolestima
jajnika iznosila je 42,81+49,13 KU/L; dok je prosecna vrednost CA125 kod bolesnica
sa karcinomima jajnika bila 814,80+1094,19 KU/L, kod kontrolne grupe zdravih
vrednost je iznosila 17,88+8,83 KU/L. Prose¢na vrednost tumor markera Cal9.9 u grupi
pacijentkinja sa benignim tumorima iznosila je 19,93£16,37 KU/L, dok je prose¢na
vrednost Cal9.9 u grupi pacijentkinja sa malignim tumorima bila 104,78+229,41 KUI/L,;
kod kontrolne grupe zdravih ispitanica vrednost je iznosila 14,96+8,92 KU/L. Prose¢na
vrednost CEA u grupi bolesnica sa benignim tumorima iznosila je 2,68+2,58 ug/L, kod
grupe sa malignim tumorima bila je 7,38+15,54 pg/L, a kod kontrolne grupe zdravih

Zena prose¢na vrednost je iznosila 3,14+2,17 pg/L (Tabela 16).

Prose¢na vrednost HE4 u grupi bolesnica sa benignim cistama iznosila je 74,07+35,07
pmol/L; kod pacijentkinja sa dijagnozom karcinoma ovarijuma bila 995,01+1038,19
pmol/L; kod kontrolne grupe zdravih ispitanica vrednost je iznosila 53,03+26,28 pmol/L.

Prosecne vrednosti ROMA indeksa su se statisticki znaCajno razlikovale izmedu
ispitivanih grupa. Prose¢ne vrednosti u grupi pacijentkinja sa benignim tumorima
jajnika su bile 20,15+18,58%; kod bolesnica sa malignim tumorima jajnika su bile
77,50£33,33%; a u grupi zdravih ispitanica srednja vrednost je bila 10,68+8,90%.

U medijanama koncentracija tumor markera CA 125, HE 4, OPN i ROMA indeksa
dokazana je statisticki znacajna razlika medju grupama, osim kod Cal9.9 1 CEA gde
medju grupama u testiranju medijana nije dokazana znacajnija razlika. Prikazani

rezultati su u Tabeli 16.
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Tabela 16. Distribucija vrednosti odredivanih tumor markera i ROMA indeksa u

pojedinim grupama ispitanica

K
OPN

BT
(Mg/L)

MT

K
CA125
«uL) BT

MT

K
Cal9.9
uL) BT

MT

K
CEA

BT
(Hg/L)

MT

K
HE4
(omol/L) BT

MT
ROMA
INDEX BT
%
%) MT

Broj

50
50
57
50
50
57
28
35
49
27
23
39
41
19
23
41
19
23

Prosek+S.D.

145,84+163,06
285,18+165,07
1664,26+900,00
17,88+8,83
42,81+49,13
814,80+1094,19
14,96+8,92
19,93+16,37
104,78+229,41
3,14+2,17
2,68+2,58
7,38+15,54
53,03+26,28
74,07+35,07
995,01+1038,19
10,68+8,90
20,15+18,58
77,50£33,33

*p<0,05,** p<0,01- p<0,001, p<0,0001***

Median

70
250
900

14,65
26,2
438,7
14,85
14,53

24
2,89
1,5
1,87

48,85
62,5
908,6
7,145
12,38
96,61

95% ClI
Donja  Gornja
99,5 192,18

238,27 332,09

1145,7 2182,83

15,37
28,85

524,47 1105,13

115
14,3
38,88
2,28
1,56
2,35
44,74
57,17

546,06 1443,95

7,87
11,2
63,09

20,39
56,77

18,42
25,55
170,67
4
3,79
12,42
61,33
90,98

13,49
29,1
91,91

Min.

10
50
100
0,9
3,87
1,03
0,6
0,6
0,6
0,18
0,3
0,68
22,3
26,1
33,8
1,15
1,62
4,05

Max.

760
726
10050
40,2
251
4135
35,2
55,2
1240
7,13
10,4
94,9
147,3
147,3
4084,9
39
74,54
99,86

Median
test

p

55,388
2
0,0001

52,920
2
0,0001

0,355
2
0,837/ns

3,989
2
0,136/ns

55,388
2
0,0001

21,414
2
0,0001

MT-grupa ispitanica sa malignim tumorima jajnika, BT-grupa ispitanica sa benignim tumorima jajnika, K-grupa

zdravih ispitanica

U daljem radu, zbog ovakvog rezultata bice analizirani CA125, HE4 i ROMA Indeks i

sa njima ¢e biti uporedene karakteristike osteopontina, dok Cal9.9 i CEA nece biti

predmet daljih analiza.
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4.2. Karakteristike glikoproteina osteopontina

4.2.1. Koncentracije OPN-a u ispitivanim grupama

Svim u€esnicama ovog ispitivanja odredjena je koncentracija glikoproteina osteopontina
u uzorcima krvi koji su preoperativno uzeti bolesnicama i iz kojih je dobijena plazma.

Dobijeni rezultati su prikazani u Tabeli 17 i Grafikonu 11.

Primenom Kolmogorov-Smirnov testa je utvrdeno da vrednosti OPN ne pripadaju
normalnoj raspodeli pa je primenjen Kruskall-Wallis-ov test koji je potvrdio da postoji
statistiCki znacajna razlika u koncentraciji glikoproteina OPN u plazmi izmedu sve tri
ispitivane grupe. StatistiCki najviSe vrednosti su u grupi sa malignim tumorima

(p<0,0001).

Tabela 17. Distribucija vrednosti osteopontina u ispitivanim grupama ucesnika

MT BT K

Prosek+SD 1664,26+900,00 285,18+165,07 145,84+163,06
Medijan 900,00 250,00 70,00
95% CI (donja-gornja) 1145,70-2182,83 238,27-332,09 99,50-192,18
Minimum-Maximum 100,00-10050,00 50,00-726,00 10,00-760,00
p K-W=84,12, p<0,0001

. MT prema BT BT prema K MT prema K

Kruskal-Wallis Test p<%,0001 p<8,0001 p<8,0001

*p<0,05,** p<0,01- p<0,001, p<0,0001***

MT-grupa ispitanica sa malignim tumorima jajnika, BT-grupa ispitanica sa benignim tumorima jajnika,
K-grupa zdravih ispitanica
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Grafikon 11. Koncentracija OPN-a u ispitivanim grupama

Preoperativni nivo plazminskog proteina osteopontina kod pacijentkinja sa benignim i
malignim ovarijalnim tumorima, kao i kod FIGO 1 stadijuma bolesti kod ispitanica u

premenopauzi i u menopauzi prikazan je u Tabeli 18 i Grafikonu 12.

Medijana vrednosti osteopontina u grupi bolesnica sa FIGO I stadijumom je vi§i nego
u grupi bolesnica sa benignim tumorima kod menopauzalnih Zena (240 pg/L prema 650
Hg/L, p<0,0001), dok se u premenopauzi ne razlikuje znacajno (300 pg/L prema 320
ug/L, p=0,284). Najvise vrednosti OPN su kod Zena u menopauzi koje imaju maligni
tumor. Medijan OPN-a u ovoj grupi je signifikantno visi nego kod grupe Zena sa
benignim tumorom koje su u premenopauzi (965 pg/L prema 567 ug/L, p=0,027).

Moze se zakljuciti da je trend porasta proteina osteopontina kod bolesnica koje su u
menopauzi znafajno brzi sa malignim pogorSanjem bolesti, nego kod Zzena u

premenopauzi.
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Tabela 18. Median koncentracije osteopontina kod
malignim tumorima jajnika u odnosu na menopauzu

BT p FIGO |
OPN i i
median (M-W) median
Pre 300 0,284 320
menopauza N=21 (88,.5) N=11
P 0,355 P 0,110
(M-W) (257.5) (M-W) (28,5)
M 240 <0.0001** 650
enopatiza N=29 (20.5) N=9

MT-grupa ispitanica sa malignim tumorima jajnika, BT-grupa ispitanica sa benignim tumorima jajnika

bolesnica sa

p
(M-W)

0,132
(69.5)

p
(M-W)

0.081
(106.5)

benignim i

MT
median

567
N=19

0,027*
(230,0)

956
N=38

1000

OPN (pg/L) ==§== Premenopauza —I—MenOV
800

200

650* *p<0.05
567
600 /
/ /
400 320 -
= . —
BT FIGO | MT

Grafikon 12. Median koncentracije osteopontina u odnosu na menopauzu i grupe
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4.2.2. Koncentracije  plazminskog OPN-a u ispitivanim

patohistoloSkim tipovima tumora jajnika

Preoperativni nivo proteina osteopontina u plazmi ispitan je i uporeden kod bolesnica sa
benignim i malignim ovarijalnim tumorima, koje imaju razli¢ite histopatoloske tipove
bolesti (Tabela 19 i 20).

U grupi bolesnica sa benignim tumorima ovarijuma nema statisticki znacajne razlike u

visini osteopontina prema histoloskom tipu bolesti, p=0,621. (Tabela 19, Grafikon 13).

Tabela 19. Distribucija vrednosti glikoproteina osteopontina u histopatoloskim

dijagnozama pacijentkinja sa benignim tumorima jajnika

Prosek+SD . 95% CI .
Broj OPN Median (donja-gornja) bL-hles
BT

g\}’as:'lf simplex 8 2647517697 220,00 116,80-12,70 132,00-680,00
Cystis

- 11  294,00+152,42 300,00 191,60-96,40 80,00-520,00
endometriotica
g\}’as:'lf dermoides o 20550414920 20550 135,00-54,00 100,00-311,00
Cystis
adenofibroma o 280,00+4282,84 280,00 261,24-82.24 80,00-480,00
ovarii
Thecoma ovarii g 389,75+209,58 320,00 214,54-64,96 180,00-726,00
Cystadenoma 5 2716049384 250,00 155,08-88,12 150,00-402,00
mucinosum
Cystadenoma 14 247,14+15519 240,00 157,54-36,75 50,00-660,00
serosum
Kruskall-Wallis, p p=0,621/ ns

BT- grupa bolesnica sa benignim bolestima jajnika
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Grafikon 13. Koncentracije glikoproteina osteopontina u histopatoloskim
dijagnozama pacijentkinja sa benignim tumorima jajnika

U grupi bolesnica sa malignim tumorima najvise vrednosti osteopontina su kod
histoloske dijagnoze kombinovanog karcinoma, dok je najniza vrednost osteopontina
kod bolesnica sa mucinoznim tumorima, bez statisti¢ki znacajne razlike u grupi, p=0,081

(Tabela 20, Grafikon 14).
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Tabela 20. Koncentracija osteopontina u plazmi bolesnica sa razli¢itim
histopatoloskim tipovima ovarijalnih malignih neoplazmi

95% CI
Broj Prosek+SD Me (donja-gornja) Min- Max
MT
Adenocarcinoma 12 683,58+703,45 468,50 236,63-1130,54 200,0-2800,0
mucinosum
Adenocarcinoma 25 1717,8+1411,73 1660,00 1135,06-2300,54 100,0 - 4935,0
serosum
Adenocarcinoma 11 1430,18+1875,23 760,00 170,39-2689,98 150,0 - 6800,0
endometroides
,,Clear cell” 4 2777,00£3206,29 1575,00 1324,92-7878,92 442,0 -7516,0
carcinoma
Adenocarcinoma 4 3918,75+4355,19  2435,00 3011-10848,8 755,0-10050,0
mixtum
,,Undiferentiated ”’ Jedan pacijent OPN=1200,00
Kruskall-Wallis, p=0,081/ns
p

MT-grupa bolesnica sa malignim bolestima jajnika

Grafikon 14. Koncentracije glikoproteina osteopontina u histopatoloskim tipovima

ovarijalnih malignih neoplazmi
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o
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Histoloski tip
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4.2.3. Koncentracije plazminskog OPN u razli¢itim stadijumima
tumorske bolesti (FIGO)

Analizom izmerenih vrednosti glikoproteina osteopontina kod pacijentkinja sa
dijagnozom malignih neoplazmi ovarijuma prema stadijumima tumorske bolesti

dobijeni su rezultati koji su prikazani u Tabeli 21.

Kruskall-Wallis-ovim neparametarskim testom dokazana je statisti¢ki znacajna razlika u
nivoima OPN izmedu FIGO stadijuma I i Ill, 1 i 1V, kao i izmedu FIGO ITi IIL, i IT i IV.
Ali nije dokazana statisti¢ki znacajna razlika testiranjem neparametrijskim Kruskall-
Wallis-ovim testom izmedju FIGO 1i FIGO I1, p=0,648, kao ni izmedu FIGO Il i
FIGO IV, p=0,259.

Tabela 21. Koncentracija plazminskog glikoproteina OPN u razli¢itim FIGO
stadijumima bolesti

95% ClI
Broj Prosek+SD Median (donja-gornja) Min- Max
Grupa bolesnica sa malignim tumorima
FIGO | 20 563,25+348,65 468,50 400,08-726,42 100,00-1432,00
FIGO Il 6 740,33+644,15 473,50 64,34-1416,33 320,00-2020,00
FIGO 111 23 2239,78+2069,02 1770,00 1345,07-3134,49 210,00-10050,00
FIGO IV 8 3455,13+2743,64 3070,00 1161,38-5748,87 280,00-7516,00
Kruskal- Figo | : Figo Il Figo Il : Figo IV Figo | : Figo Il Figo | : Figo IV Figo Il : Figo Ill Figo Il : Figo IV
Wallis 19,135 21,701 6,135 7,164
Test p=0,648 p=0,259 p<0,0001*** p<0,0001*** p<0,013* p<0,028*
Figo I/11 : Figo 1I/1\V
Kruskal-Wallis Test 21,295
p<0,0001***

*p<0,05,** p<0,01- p<0,001, p<0,0001***
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4.2.4. Korelacija izmedu osteopontina i ispitivanih grupa

Analizom povezanosti vrednosti glikoproteina osteopontina medu ispitivanim grupama
ucesnica dokazana je statisticki znaCajna korelacija kod bolesnica sa malignim
tumorima (R=0,735), u odnosu na benigne tumore, i kontrolnu grupu. Vise vrednosti
osteopontina su znacajno ¢eS¢e u korelaciji sa malignim tumorima, dok su nizZe
vrednosti osteopontina znacajno ¢eS¢e u korelaciji sa benignim tumorima i zdravim

ispitanicama, ( p<0,001, Tabela 22).

Tabela 22. Spirmanova korelacija glikoproteina OPN-a sa ispitivanim grupama

OPN Grupa
OPN R 1,000 0,735
Sig.p . <0,001"
Broj 157 157

*p<0,05,** p<0,01- p<0,001, p<0,0001***

Dokazana je statisticki znacajna korelacija izmedju vrednosti osteopontima u odnosu na
histoloSku dijagnozu, vise vrednosti osteopontina su znacajno ¢eS¢e u korelaciji sa
seroznim, kombinovanim karcinomima i karcinomima svetlih ¢elija kod grupe bolesnica
sa malignim bolestima, a niZe vrednosti osteopontima su znacajno ¢eSc¢e u korelaciji sa
prostim i endometrioti¢énim cistama, U grupi bolesnica sa benignim bolestima, p<0,0001
(Grafikon 15).
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Histoloski tip

10000.000— M Simple
I Endometrictiéna cista
[ Dermoidna cista
M ~clenofibrom cista
1 Tekom
o B rucinozni
O serozni
] Endometriotiéna cista
E . Clear Cell"
MeEowviti
1000.000 O Mediferentovani

OPN

100.000-

10.000—

T T
Grupa benignih Grupa malignih
Grupa

*Vrednosti su prikazane kao aritmeticka sredina (median) i 95% interval pouzdanosti (Cl) za broj
ispitanika prikazanih u Tabelama 19 i 20.

Grafikon 15. Koncentacija OPN kod Zena sa benignim i malignim tumorima jajnika
prema histopatoloskoj dijagnozi bolesti *

Dokazana je statisticki znaajna korelacija izmedju vrednosti osteopontina kod
bolesnica sa malignim tumorima, viSe vrednosti osteopontina su znacajno ¢eSce u
korelaciji sa EOC, dok su niZe vrednosti osteopontina znacajno ¢eS¢e u korelaciji sa

grani¢nim~border line tumorima, za p<0,042 (Tabela 23).
Dokazana je statisticki znaCajna korelacija izmedju vrednosti osteopontina kod

bolesnica sa malignim tumorima, u odnosu na FIGO stadijum, viSe vrednosti

osteopontina su znacajno ¢esc¢e u korelaciji sa visim FIGO stadijumima, za p<0,0001.
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Dokazana je statistiCki znacajna korelacija izmedju vrednosti osteopontima kod
bolesnica sa malignim tumorima, u odnosu na histoloski gradus, viSe vrednosti

osteopontina su znacajno ¢esce u korelaciji sa visim histoloski gradusom, za p<0,035.

Nije statisticki znacajna korelacija izmedju vrednosti osteopontima kod bolesnica sa

malignim tumorima, u odnosu na nuklearni gradus, za p=0,178 (Tabela 23).

Tabela 23. Spirmanova korelacija glikoproteina osteopontina kod pacijentkinja sa
malignim tumorima prema stadijumima tumorske bolest (FIGO), prema
histoloskom (G) i nuklearnom gradusu (NG)

EOC/ FIGO Histoloski Nuklearni
Border Line stadijum gradus Gradus
R -0,270 0,599 0,280 0,181
OPN Sig. 0,042* 0,001** 0,035* 0,178
Broj 57 57 50 50

*p<0,05,** p<0,01- p<0,001, p<0,0001***

4.2.5. Znacaj odredivanja osteopontina u dijagnostici malignih i
benignih tumora jajnika

Na osnovu prethodnih rezultata dobijenih uporedenjem prosecnih koncentracija OPN-a
kod Zena u menopauzi u odnosu na premenopauzu, ustanovljeno je da kod benignih
tumora, kao i u ranoj fazi razvoja maligniteta nema znacajne razlike. U uznapredovaloj
formi razvoja maligniteta ustanovljena je znacajno veca koncentracija OPN-a kod Zena
u meopauzi. Shodno ovom zakljucku, kao i na osnovu preliminarne analize uporedenja
rezultata ROC — analize za dobijanje grani¢nih vrednosti OPN-a u odnosu na
menopauzu, potvrdeno je da nema signifikantne razlike. Zbog toga su u nastavku
analize grani¢ne vrednosti OPN-a odredivane u ukupnom uzorku Zena, bez obzira na

menopauzu.
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4.2.5.1. Grani¢na vrednost OPN-a u predikciji malignog tumora jajnika

Klini¢ki znaCaj proteina OPN  je ispitan odredivanjem njegove senzitivnosti,
specificnosti i1 prediktivne vrednosti u dijagnostici tumora jajnika. ROC analizom za
bolesnice sa malignim tumorima u odnosu na kontrolnu grupu zdravih ispitanica
dobijena je povrsina ispod ROC krive od 94,6%, AUC=0,946+0,019, za p<0,0001. Na
osnovu veli¢ine povrSine (AUC = 0.946) saznajemo da ¢e ispitanice sa malignim
tumorima imati 95% vecée Sanse nego zdrave ispitanice da imaju povisene vrednosti

OPN (Grafikon 16 sa pripadaju¢om tabelom).

1.0
Grafikon 16.
OPN ROC Kkriva grupa
0.8 bolesnica sa malignim
tumorom (MT) prema
- (MT prema K) zdravim ispitanicama (K)
2 064
£
i
=1}
04
0.2—
0.0 T T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.a 1.0
1-specificnost
ROC Povrsina pod  Std. Asymptotic  95% ClI
krivom greska Sigp donja gornja
MT prema K 0,946 0,019 0,0001*** 0,909 0,983

Visoka senzitivnost u primeni dijagnostickog testa sa odredenom grani¢nom vredno$éu
OPN-a u predikciji malignog tumora jajnika obezbeduje minimalan broj pojave lazno
negativnih rezultata (5,4%). Izborom grani¢ne vrednosti OPN-a od 240ug/L sa ovakvim

svojstvima obezbedena je mogucnost blagovremene primene adekvatne terapije, Sto je
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pozeljna mera u veéini sluc¢ajeva postojanja neoplazmi. Za ovu veli¢inu senzitivnosti

pokazatelj specificnosti testa je adekvatna mera od 78% (Tabela 24).

Kako su senzitivnost i specifi¢nost karakteristike testa zasnovane na utvrdenoj
grani¢noj vrednosti markera, prediktivne vrednosti su uslovljene prevalencom bolesti u
delu populacije koja se testira. Za klini¢ara, bitna je procena da u okviru uzorka ljudi
koji imaju test-pozitivne rezultate stvarno postoji bolest. Obrnuto je u slucajevima
negativnih rezultata testa. Pozitivna i negativna prediktivna vrednost za utvrdenu
grani¢nu vrednost OPN-a od 240ug/L u pojavi malignih tumora jajnika, prikazane su u
Tabeli 24.

Tabela 24. Dijagnosticke karakteristike testa za odredenu grani¢nu vrednost
OPN-a u predikciji malignog tumora jajnika

grupe cut-off OPN  Senzitivnost%  Specifi¢nost% PPV NPV
Hg/L (95% CI) (95% CI) (95% CI) (95% CI)

MT prema 240,00 91,2 78,0 82,5 88,6

K (80,7-97,1) (64,0-88,5) (70,9-90,9) (75,4-96,2)

MT-grupa ispitanica sa malignim tumorima jajnika, K-kontrolna grupa zdravih ispitanica
PPV- pozitivna prediktivna vrednost NPV- negativna prediktivna vrednost

4.2.5.2. Grani¢na vrednost OPN-a u predikciji benignog tumora jajnika

U interesu dobijanja Sto boljih performasi dijagnostickog testa u detekciji prisustva
epitelnih neoplazija ovarijuma, u nastavku je ROC analiza primenjena na
odredivanje znacajne grani¢ne vrednosti u grupi sa benignom formom bolesti u

odnosu na zdrave ispitanice.
I u ovom slucaju prioritetan selekcioni kriterijum za dijagnosticku korisnost primene

testa sa odredenom grani¢nom vrednoscu bila je veli¢ina povrsine ispod ROC krive.

Uporedenjem bolesnica sa benignim tumorima u odnosu na kontrolnu grupu zdravih
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ispitanica dobijena je povrsina ispod ROC krive od 77,8% , AUC=0,778+0,048, za
p<0,0001 (Grafikon 17 i pripadajuca tabela).

Grafikon 17.

OPN ROC kriva grupa
bolesnica sa benignim
tumorom (BT) prema
zdravim ispitanicama (K)

senzitivnost

0.0 T T T T
oo 0.2 0.4 0.6 08 1.0
1-specifiénost
ROC Povrsina pod  Std. Asymptotic ~ 95% ClI
krivom greska Sigp donja gornja
BT prema K 0.778 0.048 0,0001%** 0.685 0.872

Ako se uporede dobijene povrsine ispod ROC krive kod malignih tumora i kod benignih
tumora u odnosu na vrednosti kod zdravih ispitanica, moze se zakljuciti da je dobijena
povrsina ispod ROC krive manja kod benignih za 16,8% u odnosu na istu vrednost kod
malignih tumora.

Za optimalnu cut off vrednost od 110,00 pg/L odredena je senzitivnost od 88 % 1
specifi¢nost od 62%. Ako se uporede senzitivnost kod malignih tumora i benignih
tumora u odnosu na vrednosti kod zdravih ispitanica, moze se zakljuciti da je
senzitivnost za cut off vrednosti od 110,00 pg/L neznatno manja kod benignih u dnosu

na maligne tumore (91,2% prema 88.0%). Niza senzitivnost za odgovarajuce cut off
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vrednosti je u grupi benignih u odnosu na maligne prema kontrolnoj grupi (78% prema
62.2%) (Tabela 25).

Kako je osnovna veli¢ina uporedivosti dijagnosticke korisnosti testova veli¢ina povrSine
ispod ROC krive, to se na osnovu njihove signifikantnosti moze zakljuciti da primena
oba testa obezbeduju pouzdanu klasifikaciju, ili u ovom sluc¢aju, diferencijaciju bolesnih

od zdravih ispitanica.

Manja specifi¢nost, u primeni grani¢ne vrednosti OPN-a kao markera za prisustvo
benigne neoplazije ovarijuma, znaci moguénost da cak 37.8% rezultata bude lazno
pozitivno. U slucaju benigne neoplazije koja neposredno ne ugrozava zivot ili znatno ne
umanjuje kvalitet zivota, prisustvo veceg broja lazno-pozitivnih rezultata, prihvatljiva je
alternativa za veéu senzitivnost, koja se znacajno ne razlikuje u otkrivanju prisustva

bolesti u odnosu na maligne slucajeve.

Tabela 25. Dijagnosti¢ke karakteristike testa za odredenu grani¢nu vrednost
OPN-a u predikciji benignog tumora jajnika

grupe cut-off OPN  Senzitivnost%  Specifi¢nost% PPV NPV
Hg/L (95% CI) (95% CI) (95% CI) (95% CI)

BT prema 110,00 88.0 62.2 69.8 83.8

K (75,7-95,4) (47,2-75,3) (57,0-80,9) (67,9-93,8)

MT-grupa ispitanica sa malignim tumorima jajnika, K-kontrolna grupa zdravih ispitanica
PPV- pozitivna prediktivna vrednost NPV- negativna prediktivna vrednost

4.2.5.3. Grani¢na vrednost OPN-a u diferencijalnoj dijagnostici benignih i rane
faze malignih tumora jajnika (FIGOI/II)

Dopunski kriterijum u razgrani¢enju benignih od malignih formi epitelnih ovarijalnih
tumora, na osnovu grani¢nih koncentracija OPN, uslovila je primenu ROC analize,
uporedenjem ovih grupa ispitanica. Na Grafikonu 18. i pripadajucoj tabeli se vidi da je i
u ovom slucaju veli¢ina povrSine ispod ROC krive visoko statisticki znacajna
(AUC=0,871, p<0,0001), $to znaci da je primena utvrdene grani¢ne vrednosti pouzdana
(Grafikon 18 sa pripadaju¢om tabelom).
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1.0
Grafikon 18.
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MT prema BT 0,871 0,034 0,0001*** 0,805 0,938

Prethodno utvrdene grani¢ne vrednosti OPN-a za pojavu benigne epitelne neoplazije
ovarijuma od 110 pg/L i 240 pg/L za pojavu maligniteta ovog oboljenja znace da ce
znacajna vecina bolesnica sa benignim ovarijalnim tumorom imati koncentracije OPN-a u
ovim granicama. Kako je, na osnovu specifi¢nosti dijagnostickog testa za maligntet
ovarijuma, moguca pojava od 22% lazno pozitivnih rezultata, to je velika verovatnoca da

bi se oni mogli na¢i u koncentracijama OPN-a od 240-340 ug/L.
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Kako pokazuje Tabela 26, iznad grani¢ne vrednosti OPN-a od 340 pg/L sa senzitivnoscu
od 80,7%, moze se tvrditi da je u pitanju maligna forma tumora epitela ovarijuma u ranoj
fazi. Naime, dopunskim testiranjem utvrdeno je da su u ovom slucaju maligniteta u

signifikantnom broju zastupljeni FIGO stadijumi I i 1.

Na ovaj nacin identifikovana je grani¢na vrednost OPN-a od 340 pg/L koja moze
posluziti kao dodatni kriterijum u diferencijalnoj dijagnostici benigne i maligne forme
bolesti, odnosno kao dodatni kriterijum u ranoj dijagnostici i kao pomo¢ni kriterijum u

eliminaciji lazno pozitivnih i negativnih rezultata.

Tabela 26. Dijagnosti¢ke karakteristike testa za odredenu grani¢nu vrednost
OPN-a i predikcija rane faze malignih tumora jajnika

grupe cut-off OPN  Senzitivnost%  Specifi¢nost% PPV NPV
Hg/L (95% ClI) (95% ClI) (95% ClI) (95% Cl)

MT-FIGO /11 340,00 80,7 76.0 79.3 77.6

prema BT (68,1-89,9) (61,8-86,3) (66,6-88,8) (63,4-88,2)

MT-grupa ispitanica sa malignim tumorima jajnika- FIGO I/ll, BT-grupa ispitanica sa benignim tumorima jajnika
PPV- pozitivna prediktivna vrednost; NPV- negativna prediktivna vrednost

4.2.5.4. Grani¢na vrednost OPN-a u dijagnostici rane i kasne faze epitelnih tumora
jajnika

Kao $to je prethodna analiza pokazala, postoji znacajna razlika u koncentracijama OPN-a
u ranim i kasnim fazama tumorske bolesti, u FIGO stadijumu I i Il u odnosu na Il i IV.
Ovaj zakljucak, kao i ¢injenica da postoji znacajno razli¢ita manifestacija bolesti u ovim
fazama, uslovila je potrebu da se grani¢na vrednost OPN-a ispita u odnosu na dve faze
bolesti u kojoj bi FIGO 1 i Il predstavljali ranu a FIGO Il i IV kasnu fazu maligne

progresije epitelnog tumora ovarijuma.
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Na Grafikonu 19 i pripadajucoj tabeli se vidi da je povrSina ispod ROC krive
(AUC=0,857), kao pokazatelj sveukupne mere tac¢nosti dijagnostickog testa uporedenja

koncentracija OPN-a u definisanim fazama, visoko signifikantna veli¢ina (p<0.0001).

ROC
1.0 - )
/J 7 Grafikon 109.
’ OPN ROC kriva
05 grupa o
bolesnica sa malignim
tumorom u FIGO I/11
B o stadujumu u odnosu na
2" ? FIGO I11/1V stadijum
2 FIGO I/ll prema FIGO Illl/IV
= "
E 0.4—
(7]
0.2
0.0 T T T T
0.0 0.2 04 0.6 0.8 1.0
1 - specificnost
ROC Povr§ina pod  Std. Asymptotic ~ 95% ClI
krivom greska Sig p donja gornja
FIGO I/1l prema
FIGO II/IV 0,857 0,052 0,0001%** 0,756 0,959

Razmatrano po osnovnim karakteristikama testa koji bi se odnosio na grani¢nu vrednost
OPN-a od 760 pg/L, optimalne veliine senzitivnosti i specificnosti su 78,8% i1 79,2%,
respektivno (Tabela 27).
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Tabela 27. Dijagnosti¢ke karakteristike testa za odredenu grani¢nu vrednost (cut

off) OPN-a i predikcija kasne (FIGO 111/IvV) u odnosu na ranu fazu (FIGO I/11) bolesti

grupe cut-off OPN  Senzitivnost%  Specifi¢nost% PPV NPV

Hg/L (95% CI) (95% CI) (95% CI) (95% CI)
FIGO I/l 760,00 78,8 79,2 83,9 73,1
prema (61,1-90,9) (57,8-92,8) (66,3-94,5) (52,2-88,4)
FIGO 11V

PPV- pozitivna prediktivna vrednost; NPV- negativna prediktivna vrednost

4.2.6. ROC analiza tumorskih markera HE4, CA125, i ROMA
indeksa u poredenju sa OPN

ROC
1.0 -
: I rEmma l_lﬁl [T 1] parametri
L} PJ l- mmmms QPN
'r = I — e — J
. 5 I == CA125
ol ROMA INDEX
. %
u
I...'. Referentna
"J,‘ 0.6 E. linija
o 1
c
>
=
N
c
@ 0.4
1]
0.2
0.0 | | | |
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

1 - specifiénost

Grafikon 20. ROC krive OPN, CA125, HE4 kod malignih tumora prema benignim
tumorima
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Ispitivanjem povezanosti vrednosti osteopontina, CA125, HE4 i ROMA indeksa u grupi
malignih tumora u odnosu na benigne, dobijena ROC krive ima povrSinu za osteopontin
od 87,1% za p<0,0001, za CAI125 zahvata najmanju povrSinu i iznosi 82,0%, za
p<0,0001, kod HE4 dobijena povrsina ispod ROC krive iznosi 84,9% , za p<0,0001, a
kod ROMA index-a dobijena povrsina iznosi 88,3%, za p<0,0001. Dobijena ROC
analiza je prikazana na Grafikonu 20.

Poredjenjem povrsina pod ROC krivom izmedju OPN-a i ostalih markera: Cal25, HE4,
kao i ROMA indexa zakljuCeno je da nema statisticki znacajne razlike u povrSinama
pod krivama (u poredenju malignih tumora u odnosu na benigne tumore, primenom

nabrojanih parametara - p>0,05, Tabela 28).

Uporedenjem veli¢ina povrsina ispod ROC krive, vidi se da ROMA indeks ima najveéu
povrsinu (AUC=0,883) u odnosu na ostale parametre. Ovaj podatak svedoci o najvecoj
dijagnostickoj korisnosti upotrebe ovog indeksa kada se utvrduje malignost postojeceg
tumora epitela ovarijuma. Po veli¢ini AUC povrsine sleduje, sa vrlo bliskom vrednoscu
koncentracija OPN(AUC=0,871) sa cut off vrednos¢u od 340 pg/L, kao dijagnosticki
test za razgrani¢enje malignih od benignih formi bolest. Iza toga su po veli€ini i ostala

dva uporedivana markera: HE(AUC=0,849) i CA125(AUC=0,820).

Medutim, treba naglasiti da bez obzira na utvrdene minimalne razlike u veli¢inama
povrsina ispod ROC krive, dokazano je da te razlike, na usvojenom nivou pouzdanosti,
nisu znacajne. Znaci da se primena bilo koga od nabrojenih markera, kao i ROMA

indeksa, u dijagnosti¢koj proceduri moze smatrati jednako pouzdanom.
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Tabela 28. Poredjenje povrsina ispod ROC Krivih, senzitivnost i specificnost OPN
sa CA125, HE4 i ROMA medju ispitanicama obolelim od tumora jajnika

Maligni tumori prema benignim tumorima

A ROC-AUC Cut Senzi- Specifi-  signifikantnost
(95% CI) off tivnost (%)  &nost (%) razlike
OPN(ug/L) e 340,0 80,7 76,0 i
Mg (0,805-0,938) ’ ’ ’
CAL25(KUIL) (0_739%0903) 54,0 73,7 72,0 0,332
HE4(pmoL/L) (0_7%?‘(‘)?976) 88,0 82,6 79.9 0,442
ROMA(%) DRI 38,0 87,0 89,5 0,360

(0.771-0.995)

U Tabeli 29 su prikazane povrsine ispod ROC krive dobijene primenom tumor-markera
OPN, CA125, HE4 i ROMA indeksa u dijagnostikovanju rane faze (FIGO I/1l)

malignih neoplazmi ovarijuma u odnosu na kasnu fazu (FIGO I11/1V).

Sli¢no prethodnoj analizi medjusobnog poredenja dijagnosti¢kog kvaliteta parametara,
dokazuje se da nema signifikantne razlike u povrsinama ispod ROC krive (p>0,05).

Moze se konstatovati da 1 u ovom sluCaju ROMA indeks pokazuje najbolje
dijagnosticke performanse. Osim veli¢ine AUC to je izrazeno 1 najvecom senzitivnoSéu
1 91,7% 1 specificnos¢u 90,9%, u odnosu na ostale parametre. Slede zatim, HE4

(AUC=0.955), OPN (AUC=0,857) i CA125 (AUC=0,818).

Medutim, stepen maligniteta, odnosno prelazak iz rane u uznapredovalu fazu maligne
bolesti, na osnovu primene grani¢nhog praga uporedivanih parametra, moZe se pouzdano

primeniti bez signifikantne razlike izmedu upotrebljenih parametara.

79




Rezultati

Tabela 29. Poredjenje povrsina ispod ROC krivih, sensitivnost i specificnost OPN
(ug/L) sa CAl125 (KU/L), HE4 (pmoL/L) i ROMA Indeksom (%) medju

ispitanicama sa malignim tumorima u odnosu na FIGO stadijum tumora jajnika

FIGO I/11 prema 111/1V

arametar ROC-AUC Cut Senzi Specfi signifikantnost
P (95% Cl) off  tivnost(%) &nost (%) razlike
OPN 0.857 760,00 78,8 79,2 P
(0,756-0,959) ’ 1 ,
0,818
CA125 (0,640-0,996) 173,0 81,7 63,6 0,625
0,955
HE4 (0,872-1,000) 769,0 91,7 81,8 0.988
JOhA o 96,0 91,7 90,9 1,004

(0,968-1,000)

U nastavku analize izvrSena su uporedenja u kombinovanoj primeni prethodno
analiziranih parametara. Dokazano je da nema razlike u povrSinama pod ROC krivom
medju kombinacija 3 tumorska markera, u ukupnom broju ispitanica sa malignim

tumorima u odnosu na ispitanice sa benignim tumorima.

Da bi smo ocenili moze li se OPN koristiti kao dopunski marker uz CA125, ispitali smo
prediktivnu sposobnost ovog kombinovanog markera OPN+CA125 u predikciji
ovarijalnog kancera. Dijagnosticka snaga testa OPN+CA125 je izracunata ROC
analizom, AUC (opn+caizs) j€ iznosila 94,1%, dok je senzitivnost porasla na 92,8%,
(Grafikon 21) $to su znatno bolje vrednosti od pojedinacnih karakteristika CA125.
Ispitivanjem razlika izmedju podrué¢ja pod ovim ROC krivama, zakljuceno je da je
povrsina pod ROC krivom za Cal25 u odnosu na povrs$inu pod ROC krivom za
udruzene markere OPN i Cal25 statisticki znac¢ajno manja (Z test=-1.906, p <0,028).

Zakljucujemo da je OPN+Cal25 ima najvecu povrSinu pod ROC krivom.

Sli¢an efekat se dobija kombinacijom OPN-a sa HE4. Kod osteopontina u kombinaciji
sa HE4 dobijena povrsina ispod ROC krive zahvata povrSinu od 94,5% u grupi malignih
tumora u odnosu na benigne. A kada se udruze sva tri tumor markera OPN, CA125 i

HE4 dobijena povrSina ispod ROC krive iznosi 94,5%, 1 znacajno je povecana
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senzitivnost metode, ali istovremeno dolazi i do pada specifi¢nosti testa ovako

udruzenih markera.
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Grafikon 21. Prikaz senzitivnosti i
specifi¢énosti kombinovanih tumor
markera
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4.3. Poredenje i korelacija osteopontina i drugih tumorskih
markera

4.3.1. Poredenje nivoa osteopontina sa tumorskim markerima i njihov
odnos u razli¢itim tipovima i stadijumima tumora jajnika

Slede¢i korak u ispitivanju znacaja osteopontina za dijagnostiku EOC je poredenje sa
danas aktuelnim tumor markerima koji se u redovnoj klini¢koj praksi najcesce koriste u

detekciji EOC.

U Tabeli 30 su prikazane medijane i intervali pouzdanosti za tumor markere CA 125,
zatim za HE4, kao i za ROMA index (Tabela 31), u odnosu na histologiju tumora.
OPN je prikazan samo radi uporedjenja, zbog detaljne analize ovog parametra u
prethodnim poglavljima.

U grupi benignih tumora nije dokazana statisti¢ki znacajna razlika u visinu CA 125 u
odnosu na histoloski tip tumora (K-W test=7,651, df=6, p=0,265), dok je u grupi
malignih tumora dokazana statisticki znacajna razlika u visini CA 125 u odnosu na

histoloski tip tumora (K-W test=24,10,df=5, p<0,0001).

Nije dokazana statisti¢ki znacajna razlika u vrednostima HE4 u odnosu na histoloski tip
tumora (K-W test=6,818, df=5, p=0,234) u grupi benignih bolesnica, ali u grupi
malignih tumora dokazana je statisticki znacajna razlika u visinu HE4 u odnosu na

histoloski tip tumora (K-W test=12,716,df=5, p<0,013).
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Tabela 30. Distribucija vrednosti OPN, CA125, HE4, prema histologiji i FIGO

stadijumu tumora

CA125 (KU/L) HE4 (pmoL/L)
Median 95%ClI Median 95%CI
BT
cystis simplex 28,2 7,03-79,09 52 19,50-298,50
c. endometriotica 42,57 27,04-141,85 55,3 22,32-86,28
c. dermoides 34 11,8-56,20 70,20
cystadenofibroma 11,46 9,71-12,63 26,10
thecoma 18,96 23,18-159,29 64,25 43,6-326,63
cystadenoma
mucinosum 13,8 6,60-53,00
cystadenoma serosum 26,2 42,03-128,84 54,8 43,04-152,80
MT
adenocarcinoma
mucinosum ovarii
18,45 13,58-41,09 34,50 25,61-43,39
adenocarcmo_ma 676.79-
serosum ovarii
768,00 635,71-1565,56 1307,0 2830,44
adenocarcinoma 140,23-
endometroides 568,50 169,71-1980,22 741,40 1325,64
» 667,41-
,.clear cell
746,85 933,75-3476,45 880,0 3285,36
adenocarcinoma
mixtus malignusi 113,37 285,44-804,24 88,3
,,undiferentiated ”
654,00
FIGO stadijum
I 89,80 133,64-676,64 84,40 90,89-573,76
308,66-
1 578,50 862,59-2725,09 257,00 1158,81
888,18-
1l 572,00 153,20-2447,22 1032,00 1392,05
883,18-
v 3159,50 155,00-5071,33 2792,25 4604,42

OPN (ug/L)

Median  95%Cl
220,00  116,8-412,26
3000  191,6-396,39
20550  135,0-1546,0
280,00  226,1-8214
32000  214,5-564,96
250,00  155,1-388,12
24000  157,5-336,75
468,50  236,6-1130,5

1660,00  135,1-2300,5
760,00  170,4-2689,9
157500  232,9-7878,9
24350  301,1-10848
46850  400,1-726,4
47350  64,34-1416,3
1345,1-
1770,00 31345
1161,4-
3070,00 5748,9

83



OPN

OPN

Rezultati

10000000 e
*
0
500,000
1000,000
£
400,000 -
E ’
T
100,000 —_—
200,000
. ‘ L
1
10,000 — 000-|
T L T T T T T T T T
Hontrolna grupa Grupa benignih Grupa malignih Simple  Endometrioza Hemoragicni Fibrotecoma  Terathoma  Mucinozni  Serozni
Grupa Histoloski tip
12000,000 12000,0007
10000,000 10000,000 *
000,000 000,000
*
A
£000,000- 6000,000
o
4000000+ 4000,000—
*
20000007 2000,0007 *
== = L —
=T é
0007 000
T T T T T T T T T T
Mucinozni Serozni Endometrioidni  Clear Cell Wixtum  Nediferentovani FIGOI FIGO I FIGO NI FIGO IV
Histoloski tip FIGO stage1

Grafikon 22 . Karakteristike osteopontina

A. Koncentracije OPN kod ispitivanih grupa.
B. Koncentracije OPN kod benignih histoloskih tipova tumora jajnika.

C. Koncentracje OPN kod malignih histoloskih tipova karcinoma jajnika.

D. Koncentracije OPN u ¢etiri FIGO stadijuma karcinoma jajnika.

(Vrednosti su prikazane kao median za ispitanice koje su prikazane u Tabeli 30)
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Grafikon 23. Karakteristike Cal25

A. Koncentracije cal25 kod Ispitivanih grupa.

B. Koncentracije Cal25kod benignih histoloskih tipova tumora jajnika.

C. Koncentracje Cal25kod malignih histolo$kih tipova karcinoma jajnika.

D. Koncentracije Cal25u &etiri FIGO stadijuma karcinoma jajnika. (Prikazano u Tabeli 30).
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Grafikon 24. Karakteristike HE4

A. Koncentracije HE4 kod ispitivanih grupa.

B. Koncentracije HE4 kod benignih histoloskih tipova tumora jajnika.

C. Koncentracje HE4 kod malignih histoloskih tipova karcinoma jajnika.

D. Koncentracije HE4 u ¢etiri FIGO stadijuma karcinoma jajnika. (Prikazano u Tabeli 30)
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Ni kod visine ROMA Indeksa u grupi bolesnica sa benignim tumorima jajnika nije
dokazana statisticki znaCajna razlika u odnosu na histoloski tip tumora (K-W
test=6,358,df=5, p=0,273), ali je kod malignih bolesnica postojala statisticki znacajna
razlika u odnosu na histoloski tip tumora (K-W test=14,783, df=5, p<0,005) (Tabela
31).

U grupi malignih bolesnica dokazana je statistiCki znacajna razlika u koncentraciji
CA125 u odnosu na FIGO stadijum tumora (K-W test=23,536, df=3, p<0,0001). U
grupi malignih tumora dokazana je statisti¢ki zna¢ajna razlika u visinu HE4 u odnosu na
FIGO stadijum tumora (K-W test=14,937, df=3, p<0,002), kao i kod ROMA Index-a
(K-W test=16,368, df=3, p<0,001) ) (Tabela 30).

U grupi malignih tumora dokazana je statisti¢ki znacajna razlika u visinu Ca 125 u
odnosu na gradus tumora (K-W test=14,611, df=2, p<0,001), dok kod HE4 nije
dokazana statisticki znacajna razlika u odnosu na gradus tumora (K-Wtest=4,555, df=2,
p=0,103), kao ni kod ROMA Index-a (K-W test=2,976, df=2, p=0,226) (Tabela 30 i
31).

Tabela 31. Distribucija vrednosti ROMA indeksa prema histologiji, FIGO stadijumu
bolesti i histolo§kom gradusu tumora

ROMA (%) | ROMA (%)
Median 95%Cl | Median  95% ClI
BT | FIGO stadijum-MT
c. simplex 13,37% 4,3-29,62 | 31,71% 11,75-88,63
c.endometriotica 10,945% 4,3-29,61 | 1 79,14% 41,69-107,99
c. dermoides 15,09% | Il 98,84% 97,64-99,57
C']f’.“sadeno 1,62% v 99,77%  95,27-102,16
ibroma
thecome 9,05% 33,26-51,36 | HistoloSki gradus-MT
mucinus Nema Nemagradus  95,12%  542,7-1867,0
cystadenoma
cystadenoma
Serosum 21,605% 16,7-210,48 Grade 1 13,00% 10,19-135,5
MT | Grade 2 97,76% 76,49-99,65
adenocarcinoma . .
mucinosum 8,53% 48,34-65,39 Grade 3 92,19% jedan slucaj
adenocarcinoma
serosum 98,84% 97,67-99,82 FIGOI/1I
adenocarcinoma
endometroides 97,83% 62,29-103,38 FIGOI/II 50,41% 30,02-78,85
.Clear cell ” 93,9% 90,47-102,85 | FIGOII/IV 98,94% 97,77-99,51
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Grafikon 25. Karakteristike ROMA indeksa-a

A. Koncentracije ROMA kod ispitivanih grupa.

B. Koncentracije ROMA kod benignih histoloskih tipova tumora jajnika.

C. Koncentracje ROMA kod malignih histoloskih tipova karcinoma jajnika.

D. Koncentracije ROMA u &etiri FIGO stadijuma karcinoma jajnika. (Prikazano u Tabeli 31).
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4.3.2. Korelacija osteopontina i ispitivanih tumor markera

Osteopontin je u kontrolnoj grupi zdravih ispitanica u direktnoj visoko signifikantnoj

korelaciji sa Cal25 (R=0,449, p<0,001), vise vrednosti OPN Kkoreliraju sa vi$im

vrednostima Cal25, dok sa ostalim tumor markerima nema znacajniju korelaciju. HE4

je u direktnoj visoko signifikantnoj korelaciji sa Cal25 (R=0,453, p<0,003), vise

vrednosti HE4 su u vezi sa vi§im vrednostima Cal25. (Tabela 32.).

Tabela 32. Pirsonova korelacija nivoa osteopontina sa nivoima drugih tumor

markera u kontrolnoj grupi

OPN CA125
Pearson R 1
OPN Sig.
Broj 50
Pearson R 0,449 1
CA125 Sig. 0,001
Broj 50 50
Pearson R 0,147 0,261
Cal9.9 Sig. 0,456 0,180
Broj 28 28
Pearson R -0,007 -0,070
CEA Sig. 0,971 0,730
Broj 27 27
Pearson R 0,066 0,453
HE4 Sig. 0,680 0,003
Broj 41 41
Pearson R 0,229 0,671
ROMA INDEX
o Sig. 0,151 0,000
Broj 41 41

*. Correlacija je signifikantna na nivou p=0.05 (2-tailed).

**, Correlacija je signifikantna na nivou p= 0.01 (2-tailed).

Cal9.9

28
0,080
0,698

26
0,157
0,520

19
0,317
0,186

19

CEA

27
0,035
0,891

18
0,018
0,945

18

ROMA
HE4 INDEX
%
1
41
0,924 1
0,000
41 41
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Osteopontin nije u korelaciji sa CA125 u grupi ispitanica sa benignim tumorima
(R=0,039, p=ns). Kao $to nema znacajniju korelaciju sa Ca 125, tako i sa ostalim tumor
markerima nema znacajniju korelaciju. HE4 je u direktnoj visoko signifikantnoj
korelaciji sa ROMA (R=0,839,p<0,0001), vise vrednosti HE4 koreliraju sa visim
vrednostima ROMA, a isti je zakljucak i kod Cal25 (ROMA index je izveden iz ovih
vrednosti). Ca 125 je u direktnoj signifikantnoj korelaciji sa Cal19.9 (R=0,351, p<0,039,
Tabela 33).

Tabela 33. Pirsonova korelacija nivoa osteopontina sa nivoima drugih tumor
markera u grupi benignih tumora

ROMA
OPN CA125 Cal9.9 CEA HE4
INDEX %
Pearson R 1
OPN Sig.
Broj 50
Pearson R 0,039 1
CA125 Sig. 0,786
Broj 50 50
Pearson R -0,035 0,351" 1
Cal9.9 Sig. 0,842 0,039
Broj 35 35 35
Pearson R -0,155 -0,100 0,145 1
CEA Sig. 0,480 0,651 0,521
Broj 23 23 22 23
Pearson R -0,016 0,414 -0,374 0,021 1
HE4 Sig. 0,949 0,078 0,232 0,945
Broj 19 19 12 13 19
Pearson R -0,126 0,737 -0,154 0,137 0,839 1
ROMA INDEX
% Sig. 0,606 0,000 0,634 0,655 0,000
Broj 19 19 12 13 19 19

*. Correlacija je signifikantna na nivou p= 0.05 (2-tailed).

**_Correlacija je signifikantna na nivou p= 0.01 (2-tailed).
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Osteopontin je u grupi ispitanica sa malignim tumorima u direktnoj, visoko
signifikantnoj korelaciji sa CA125 (R=0,442, p<0,001), viSe vrednosti OPN koreliraju

sa visim vrednostima CA125. U grupi ispitanica sa malignim tumorima HE4 i

osteopontin su u direktnoj visoko signifikantnoj korelaciji (R=0,766, p<0,0001), dok

OPN sa ostalim tumor markerima nema znacajniju korelaciju. HE4 je u direktnoj

visokosignifikantnoj korelaciji sa Cal25 (R=0,453, p<0,003), vise vrednosti HE4 su u

vezi sa viSim vrednostima Cal25.

HE4 je

vrednosti).

u

direktnoj

visokosignifikantnoj

korelaciji

sa ROMA
(R=0,588,p<0,003), vise vrednosti HE4 su u vezi sa vi$§im vrednostima ROMA, a isti je
zakljucak i kod Cal25 (R=0,414,p<0,05 Tabela 34), (ROMA index je izveden iz ovih

indeksom

Tabela 34. Pirsonova korelacija nivoa osteopontina sa nivoima drugih tumor

markera u grupi malignih tumora

OPN

CA125

Cal9.9

CEA

HE4

ROMA INDEX
%

Pearson R
Sig.
Broj

Pearson R
Sig.
Broj

Pearson R
Sig.
Broj

Pearson R
Sig.
Broj

Pearson R
Sig.
Broj

Pearson R
Sig.
Broj

OPN

57
0,442"
0,001
57
-0,023
0,874
49
0,094
0,570
39
0,766
0,000
23
0,356
0,096
23

CA125

57
0,037
0,801

49
-0,013
0,938

39

0,662
0,001

23
0,414
0,050

23

**_Correlacija je signifikantna na nivou p= 0.01 (2-tailed).

Cal9.9

49
0,125
0,448

39
-0,227
0,298

23
-0,034
0,876

23

CEA

39
0,031
0,888

23
0,120
0,585

23

23
0,588"
0,003
23

ROMA
INDEX %

23

91



Rezultati

. Correlacija je signifikantna na nivou p= 0.05

4.4. Prognosticki znacaj plazmatskog osteopontina kod malignih
neoplazmi ovarijuma

Cox-ovom logistickom regresionom analizom ispitan je prognosticki uticaj odredjenih
klini¢kopatoloskih parametara: histoloski tip tumora, histoloSki stadijum tumorske
bolesti (FIGO stadijum), histoloski gradus (G), optimalna hirurS§ka intervencija (tj.
postojanje rezidualnog tumora i njegova veli¢ina), i nivo cirkuliSu¢eg osteopontina u
predikciji smrti pacijentkinja. Nivo cirkuliSuéeg osteopontina je razvrstan u dve
kategorije, na osnovu ROC analize u prethodnim poglavljima. Sve bolesnice su
klasifikovane u dve grupe: bolesnice sa osteopontin niskim vrednostima (ispod
utvrdenih cut off vrednosti) i bolesnice sa osteopontin visokim vrednostima (iznad

utvrdenih cut off vrednosti).

Prva veli¢ina koja je bila od interesa je granicna vrednost osteoponina znacajna za
pojavu maligniteta (240ug/L). Osim prethodno analiziranih dijagnosti¢kih karakteristika
za ovu grani¢nu vrednost, primenom analize rizika utvrdeno je da je verovatnoca da
ispitanice sa malignim tumorima imaju OPN iznad 240 pg/L je 8 puta visa (OR=8,11)
nego kod benignih tumora. Verovatnoca da ¢e ispitanice sa malignim tumorima imati
OPN iznad 240 pg/L je 44 puta visa (OR=44,63) nego kod zdravih ispitanica. (Tabela
35).

Tabela 35. Faktor rizika za nastanak maligniteta za cut-off vrednosti OPN (240
Mg/L) u grupama ispitanica

Simbol Procena Std. greska Donja  Gornja
95% Cl 95% ClI

MT prema BT

OR 8,11 1,61 3,20 20,59
MT prema K

OR 44,63 1,78 14,35 138,77

OR (95% CI), odds ratio, 95% interval pouzdanosti
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4.4.1. Cox-ova regresiona analiza za cut-off 240 ug/L

Za izvodenje Cox-ove analize kori$¢eni su sledeci parametri: OPN kao kontinuirano
obelezje, i kao atributivno obelezje sa cut-off vrednos¢u od 240 pg/L i sve nabrojane

klinicko patoloske varijable.

Prognosticki potencijal svih ispitivanih faktora (osteopontina kao kontinuiranog i
atributivnog obelezja, histoloski tip tumora, stadijum tumorske bolesti, histoloski i
nuklearni gradus, veli¢ina rezidualnog tumora, starost ispitanica), bio je veéi u
univarijantnom modelu Coxove regresione analize nego u multivarijantnom modelu.
Univarijantnom Coxovom analizom najbolju prediktivnu vrednost (najjaci prediktorski
uticaj) na ishod bolesti imale su: FIGO stadijum bolesti i poviSene koncentracije
OPN>240 pg/L, dok se znacajnost potpuno izgubila (p>0,05) za histoloski i nuklearni
gradus u predikciji smrtnog ishoda.(Tabela 36.).

Tabela 36. Cox univarijantna regresiona analiza za nivo ekspresije osteopontina i

relativan rizik od smrtnog ishoda

95,0% CI for HR

Varijable/ prezivljavanje HR D | e Sig.p.
Osteopontin nizak/visok 2,031 1,066 3,871 0,031*
Osteopontin-kontinuirano 1,011 1,001 1,021  0,001**
FIGO stadijum 3,346 1,862 6,014  0,000***
Histoloski gradus 1,148 0,933 1,414  0,192/ns
Rezidualni tumor 1,505 1,095 2,068 0,012*
Nuklearni gradus 1,131 0,904 1,415  0,282/ns
Starost-kontinuirano 1,034 1,013 1,055  0,002**
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Dokazano je da je vrednost osteopontina kao atributivnog obelezja podeljena u vrednost
ispod i iznad 240 pg/L prediktor sa dva puta veCom Sansom za smrtni ishod
(HR=2,031). Takodje, dokazano je da su vrednost osteopontina kao kontinuiranog
obelezja (HR=1,011), postojanje rezidualnog tumora (HR=1,505) i starost bolesnica
(HR=1,034) prediktori koji uvecavaju Sansu za smrtni ishod u prikazanom Coxovom

modelu.

Kaplan-Meier-ova kriva prezivljavanja dokazuje statisticku razliku u verovatno¢i
prezivljavanja ispitanica sa OPN ispod 240 pg/L i ispitanica sa OPN iznad 240 pg/L
(Logrank test=4,656, p<0,031).

funkcija prezivljavanja

CPN intanvali
Low OPN {==2401) Tlow([<=24]]

= Low [<=240] :ensors
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Verovatnoca %
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Grafikon 26. Vreme preZivljavanja u odnosu na vrednost osteopontina

do i preko 240 ug/L

4.4.1. Cox-ova regresiona analiza za cut-off 760 pg/L

Druga veli¢ina koja je bila od interesa za procenu prezivljavanja u univarijantnoj Cox-
ovoj regresionoj analizi je visina tumorskog markera OPN-a sa cut off vrednoséu od
760 pg/L, kao pouzdanim markerom progresivnog napretka maligniteta. Osim podele
pacijentkinja na osnovu ove grani¢ne vrednosti na one sa niskim i visokim vrednostima
OPN-a, u analizu su ukljuceni i odabrani parametari koji opisuju histolosku dijagnozu,

stadijum tumora, veli¢inu rezidualnog tumora, starost ispitanica.
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Dokazano je da je osteopontin kao atributivna vrednost podeljen na koncentracije ispod
i iznad 760 pg/L prediktor sa preko 6 puta ve¢om verovatno¢om smrtnog ishoda kod
ispitanica sa OPN iznad 760 pg/L (HR=6,222). Takodje je dokazano je da je vrednost
osteopontina kao kontinuiranog obelezja uveéavaju Sansu za smrtni ishod u prikazanom
Coxovom modelu (HR=1,121), kao 1 vi§i FIGO stadijum (HR=9,616), ve¢i rezidualni
tumor (HR=1,680).Verovatno¢a smrtnog ishoda kod ispitanica sa OPN iznad 760 ug/L
kod FIGO II/1V je visa skoro 10 puta, u odnosu na nizi FIGO i OPN ispod 760 pg/L.

Za razliku od analiziranih vrednosti osteopontina do i preko 240 pg/L, u ovoj analizi
dokazana je prediktorska snaga i histoloskog i nuklearnog gradusa, odnosno visi
histoloski gradus (HR=1,881) i vis$i nuklearni gradus (HR=1,636) prediktori su koji
uvecavaju Sansu za smrtni ishod u prikazanom Coxovom modelu, a veéa starost
bolesnica prediktor je za smrtni ishod kod ispitanica sa OPN iznad 760 pg/L
(HR=1,238) (Tabela 37).

Tabela 37. Univarijantna Coxova regresiona analiza za nivo ekspresije

osteopontina i relativan rizik od smrtnog ishoda

Klinickopatoloske 95,0% CI for HR )

varijable/ukupno prezivljavanje UR Donja  Gornja S
Osteopontin Low/High 6,222 1,469 26,363 0,01**
Osteopontin-kontinuirano 1,121 1,001 1,321 0,001**
FIGO stadijum 9.616 2.792 33.121 0,0001***
Histoloski gradus 1.881 0.928 2.755 0,001**
Rezidualni tumor 1.680 1.126 2.510 0,01*
Nuklearni gradus 1.636 1.016 2.633 0,011*
Starost-kontinuirano 1,238 1,011 1,527 0,019

p<0,05 statisticki znacajna vrednost HR, hazard ratio; 95% interval pouzdanosti

Kaplan-Meier kriva prezivljavanja  dokazuje statisticku razliku u verovatnoci
prezivljavanja ispitanica sa OPN ispod 760 pg/L i ispitanica sa OPN iznad 760 ug/L
(Logrank test=28,752, p<0,0001).
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funkcija prefivljavanja
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Grafikon 27. Verovatnoc¢a preZivljavanja u odnosu na vrednost osteopontin
do i preko 760 pg/L

4.5. FAKTORSKA | DISKRIMINANTNA ANALIZA

U cilju redukcije velikog broja podataka kojima se raspolaze u klinickoj praksi u
predikciji prirode adneksalnih tumora i njihovog grupisanja u manji broj podgrupa koje

su odgovorne za najveéi procenat varijabilnosti njihovih originalnih vrednosti
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sprovedena je preliminarna faktorska analiza. U ovom radu primenjen je
najjednostavniji oblik faktorske analize, analiza glavnih komponenti (Principal
components analysis, PCA) kojom su izdvojene podgrupe promenljivih oznacene kao
,faktori* i koje predstavljaju osnovne dimenzije svih ispitivanih parametara. Faktori ili
komponente su izdvojeni na osnovu ukupne varijacije u jednom setu podataka, ¢ime su

identifikovane tri grupe klastera: anamnesticki, ultrazvucéni i laboratorijski.

Od interesa istrazivanja je bilo da se diskriminantnom analizom, u odnosu na prisustvo
malignog oboljenja jajnika (prediktanta), odredi pripadnost ispitivanog skupa varijabli

(prediktora) iz prethodno identifikovanih grupa.

Diskriminantna analiza je varijacija mnogostruke linearne regresije za predvidanje
ucestalosti ili neucestalosti nekog dogadaja. Na racun nenumericke prirode prediktanta
diskriminantna analiza se Kkoristi kao vrsta regresione funkcije koja se obi¢no izvodi na
takav nacin da pozitivne vrednosti funkcije odgovaraju "ucestalosti”, a negativne
vrednosti "neucestalosti." Vrednosti funkcije ispod 1 iznad praga vrednosti (obi¢no je to
nula) mogu se koristiti za predvidanje ucestalosti dogadjaja koji se analizra, $to u nasem
slu¢aju predstavlja pojavu maligniteta ovarijuma.

U grupi anamnestickih podataka ¢iji je prediktorski znacaj ispitivan udruzeno, nadjen je
dobar diskriminantni faktor izmedju grupe benignih i grupe malignih tumora. Korektno
je klasifikovano 84,8% analizom obuhvacenih sluc¢ajeva. U grupi benignih 86,7% a

grupi malignih 83,3% slucajeva korektno je klasifikovano. (Tabela 38).
Kao §to se vidi na Tabeli 38 jos bolji rezultati klasifikacije postignuti su u grupama

ultrazvuénih 1 laboratorijskih prediktora. 91,4-91,9% slu¢ajeva korektno je

klasifikovano na osnovu primenjenog diskriminantnog faktora izmedu grupa.

Tabela 38. Klasifikaciona tabela

prediktori grupe ovarijalnih tumora
% korektno klasifikovanih sluc¢ajeva

benigni \ maligni
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anamneza (84,8%) 86,7 83,3
ultrazvuk (91,4%) 91,7 91,2
laboratorja(91,9%) 100,0 86,7

Prikaz pojedina¢nih diskriminantnih funkcija dat je na Tabeli 39. Suma svih varijansi
izvornih varijabli je ukupna varijansa. Deo ukupne varijanse predstavljen jednom

glavnom komponentom je njegova svojstvena vrednost ili latentni koren (Eigenvalue).

Kanoni¢ka korelacija (CR) je multipla korelacija izmedu prediktora i diskriminantne
funkcije. Za svaku pojedina¢nu funkciju varijansa (CR?) predstavlja ukupnu procenu
tako da model "objasnjava" od 50,26 % do 80,46%

varijabilnosti grupnih varijabli kada je u pitanju prisustvo malignitet ovarijuma.

modela. Interpretira se

Wilks L pokazuje signifikantnost diskriminantne funkcije, a prema rezultatima p
vrednosti koja je manja od 0,05, vidi se da su sve tri funkcije sa Tabele 39 znacajne.
Ovaj parametar predstavlja proporciju "neobjasnjenog" varijabiliteta grupnih varijabli
(nasuprot CR?). Odabir moguc¢ih prediktora/modela i razlika medju grupama benignih i

malignih je potvrdjena y2 testom.

Tabela 39. Znacajnost diskriminantnih funkcija maligniteta po grupama prediktora

CR?

grupe Eigenvalue | Wilks A 12 CR p
prediktora

anamneza 1,009 0,498 18,835 0,709 50,26 0,016
ultrazvuk 2,144 0,318 100,792 | 0,826 | 68,02 | p<0,001
laboratorija 4,096 0,196 50,484 0,897 80,46 p<0,001

Eigenvalue-koren diskriminantne jednacine, CR — kanonicka korelacija

Tabela 40 pokazuje korelaciju svake varijable iz grupe u odnosu na standardizovanu
diskriminantnu funkciju. Pearsonovi koeficijenti su ustvari strukturni koeficijenti
diskriminantnog udela. Stoga njegova veli¢ina odrazava udeo svake varijable.
Generalno, slicno faktorskoj analizi, granicna vrednost od 0.30 predstavlja podelu

izmedu znacajnih i manje znacajnih varijabli. Tako da na Tabeli 40 rang varijabli
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predstavlja njihov znacaj u diskriminantnoj funkciji maligniteta ili benignosti

ovarijalnog tumora za odredenu grupu.

Tabela 40. Strukturna matrica kanonicke diskriminantne
funkcije — faktorska struktura

anamneza

varijabla koeficijent* rang
Simptomi 0,512 |
Starost 0,493 1
BMI 0,485 i
Porodicna anamneza 0,300 v
Menarha 0,299

Menopause 0,266

Broj pobacaja -0,122

Broj porodjaja -0,048

ultrazvuk

varijabla koeficijent* rang
Metastaza 0,652 |
Lokularnost -0,594 1
Ascit -0,308 i
Solidni 0,106

Dljametar 0,100

Lateralnost 0,040

laboratorija

varijabla koeficijent* rang
ROMA INDEX % 0,664 I
Sedimentacija 0,576 I
CRP 0,358 i
OPN 0,355 v
HE4 0,345 \%
CA125 0,326 VI
Trombociti 0,186

CEA 0,114

*Pearsonov koeficijent svake varijable sa diskriminantnom funkcijom

Roma Index, sedimentacija eritrocita i CRP, kao i markeri (OPN, HE4 i CA125 sa
sliénim udelom) su statiticki znacajni prediktori kod diferencijacije malignih tumora u
odnosu na benigne tumore (Tabela 40).

Kao najsnazniji prediktori za maligne tumore U odnosu na sve ostale tumore izdvojili su
se simptomi, starost pacijentkinja, zatim BMI i porodi¢na anamneza iz anamnestic¢kih

varijabli, a iz ultrazvu¢nih metastaze, lokularnost i ascit.

99




Rezultati

IzraZzeni simptomi, visa starosna dob, pozitivna porodi¢na anamneza, visi BMI,
metastaze, ascit, kao i multilokularnost su u naSem ispitivanom uzorku karakteristike
zena sa malignim tumorima. Odsustvo simptoma, negativna porodi¢na anamneza, nizi
BMI, izostanak ascita i multilokularnosti tumora, karakteristike su Zzena sa benignim

tumorima.
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5. DISKUSIJA

Kod velikog broja Zena u nekom periodu zivota dijagnostikuje se cista na jajniku.
Precizna dijagnostika je neophodna da bi se obezbedilo pravilno zbrinjavanje bolesnica.
Nazalost, ni danas se sa sigurno$¢u ne moze preoperativno utvrditi priroda adneksalnih
tumora, a statisti¢ki podaci govore da od 10 operisanih pacijentkinja samo jedna ima
karcinom jajnika (180). Time se znafajno povecava morbiditet od ove bolesti.
Pravilnom preoperativnom trijazom bolesnica bilo bi omoguéeno da bolesnice sa
ovarijalnim kancerima budu adekvatno zbrinute od strane ginekologa-onkologa, a
bolesnice sa benignim bolestima lecene konzervativnim metodama, S$to donosi i
medicinski i socijalni benefit. U svakodnovnoj klinickoj praksi za dijagnostiku i leCenje
ovarijalnih tumora danas se koristi nekoliko tumor markera CA125, HE4, OVAL, CEA,
CA19,9, od kojih su neki odobreni od strane US FDA. CA125 je otkriven kao originalni
marker za ovarijum [181], najbolje ispitan i pokazao se kao nezavistan prognosticki
faktor [182]. Ipak, ovaj marker je znacajno povecan samo u 70%-90% slucajeva
uznapredovalih stadijuma ovarijalnih karcinoma, u ranim stadijumima bolesti povisen je
samo u 50% bolesnica, pa je zbog nedovoljne senzitivnosti ograni¢ena njegova primena
u ranoj dijagnostici [79]. Takode, CA125 je poviSen u mnogim benignim stanjima:
ciroze jetre, endometrioze, peritonitisa i dr, $to umanjuje njegovu specifi¢nost [80,81].
Znacaj HE4 i OVAIl-markerskog panela, zbog brojnih kontraverzi koje su o njima
napisane, jo$ uvek nije pouzdano utvrdjen i ovi markeri se nalaze u fazi ispitivanja i
evaluacije benefita koji imaju u predikciji ovarijalnog kancera. Zato, unazad dugi niz
godina istrazivaci u svetu, ali i kod nas pokusavaju da pronadju senzitivne i specificne
tumor markere koji bi pomogli u ranoj dijagnostici ovih veoma malignih tumora
[183,184, 201]. Danas je identifikacija novog tumor markera koji ¢e obezbediti dobru
dijagnosticku ta¢nost i adekvatnu stratifikaciju bolesnica sa ovarijalnim cistama
urgentna potreba i zadatak. Krucijalni napredak u razvoju biomarkera ostvaren je
savremenim genomik, proteomik i drugim kompjuterskim tehnika koje omogucavaju
dobijanje velikog broja novih informacija o potencijalnim biomarkerima [185,186].
OPN je jedan od kandidata za novi marker ovarijalnog kancera dobijen ovim tehnikama
[92].

100




Diskusija

Fizioloski OPN se sintetiSe u velikom broju tkiva i ¢elija: osteklastima, osteoblastima,
¢elijama dentina, renalnim celijama, aktiviranim T-limfocitima, ,,natural killer*
¢elijama, aktiviranim makrofagama, miocitima, vaskularnim endotelnim celijama,
epitelnim Celijama dojke, bubrega itd. Ukljucen je i u fizioloske [187] i u patoloSke
procese [188]. Pored intracelularnog postoji i ekstraceluarni OPN koji ima znacajnu
ulogu u zapaljenskim procesima, imunim reakcijama, remodeliranju kostanog skeleta i
zarastanju rana. Sekretorni OPN je S$iroko rasprostranjen u mnogim bioloskim
teCnostima, gde ima znacajne uloge, u krvi, urinu, mleku, seminalnoj tenosti i Zuci.
OPN je hidrofilan fosfoglikoprotein sa niskom izoelektricnom tackom (3,5) i sastoji se
od 42 serinska amino ostatka, 48 aspartatska i 27 glutaminskih aminoostataka koji ¢ine
gotovo polovinu od ukupnog broja (298 aminoostataka) u molekuli humanog OPN-a.
Svoje brojne funkcije ovaj glikoprotein ostvaruje vezivanjem za specificne receptore na
povrsini ¢elije. Kao i drugi proteini ekstracelularnog matriksa (kolagen, fibronektin)
OPN postoji i kao imobilizirana molekula ECM u mineralizovanim tkivima i kao
citokin u telesnim tecnostima gde sadrzi aktivnu RGD sekvencu, kojom se vezuje za
integrinske i neintegrinske receptore [192]. Dokazana je interakcija OPN sa integrinima
avP3, avPi, onPs, kao 1 sa asP1, agPs 1 agPs. Vezivanje OPN za svaki od ovih integrina
omogucava niz procesa u Celiji 1 Celijskih signalnih puteva. Najbolje je proucena
interakcija izmedu OPN-a i receptora ayf3 u osteoklastima, glatkim misi¢nim celijama i
tumorskim calijama [193], koja omogucava migraciju i adheziju celija. Mnogi
istraziva¢i su opisivali ulogu OPN-a u tumorgenezi i progresiji tumora razliitog

porekla [189-191].

5.1. Osteopontin marker tumora ovarijuma

Prve podatke 0 OPN-u kao markeru transformacije epitelnih celija opisali su Senger i
saradnici 1987 godine [194]. Brown i saradnici [195] su dokazali bitno povecan nivo
MRNK osteopontina u svih 14 vrsta tumorskog tkiva koje su ispitivali: kod tumora
creva, jetre, dojke, Zeluca, materice i tiroidee u poredenju sa zdravim tkivima. Nivo
ekspresije proteina OPN-a u krvi takode je povezan sa nastankom tumora, njegovom
invazijom i metastazama kancera [196]. Kim i saradnici [175] su prvi opisali osobine
OPN-a kao dijagnostickog biomarkera u detekciji ovarijalnih kancera: pojaCana

ekspresija DNK OPN-gena dokazana microarray tehnikom u obolelom tkivu jajnika,
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RT-PCR tehnikom povisen nivo mRNK OPN-gena u pojedinac¢nim ¢éelijskim kulturama
kancera jajnika, histohemijskim bojenjem dokazali su pojacanu koncentraciju OPN u
tkivu kancera jajnika i potvrdili povezanost nivoa OPN-a u plazmi kod 144 bolesnice sa
ovarijalnim kancerom. Prednosti OPN-a kao tumor markera se ogledaju i u tome $to se
osim u ekstracelularnom matriksu tkiva ovaj protein nalazi i u krvi, tj plazmi, gde
vrednosti mogu da budu od 4 do 10 puta vece, u zavisnosti od stadijuma i vrste bolesti, i
¢ije odredjivanje pruza korisne informacije o bolesnicama. Nas$i rezultati su takode
potvrdili da postoji statisticki znacajna razlika u prose¢nim (srednjim) vrednostima
koncentracije OPN-a (prosek+SD) izmedu grupe bolesnica sa overijalnim kancerom
(1664,26+900,00 ugr/L) i drugih grupa: bolesnica sa benignim ovarijalnim tumorima
(285,18+165,07 ugr/L) (p< 0,0001) i zdravih ispitanica (145,84+163,06 pgr/L) ( p<
0,0001), (Tabela 17 i Grafikon 11). Najnize vrednosti OPN-a dobijene su u grupi
zdravih ispitanica (K) gde je medijana vrednosti koncentracije OPN iznosila 70 pgr/L,
u grupi bolesnica sa benignim bolestima jajnka (BT) medijana koncentracije OPN je
bila 250 pgr/L, dok su najvece koncentracije bile u grupi bolesnica sa ovarijalnim
kancerima (MT) sa medijanom koncentracije od 900 pgr/L. Ovi rezultati potvrduju
sposobnost preoperativno izmerenog OPN-a da pruzi korisne klinicke informacije u
predikciji i leCenju bolesnica sa ovarijalnim kancerom. Do ovakvog zakljucka su dosli i
drugi autori [175, 177, 197] koji su takode, odredivali koncentracije OPN ELISA
tehnikom. Test ELISA koji je u ovom radu kori§¢en sadrzi dve vrste antitela misija
monoklonalna 1 zecija poliklonalna antitela, ¢ime je obezbedeno kvantitativno, brzo i
reproducibilno merenje OPN-a iz plazme.

Koncentracije OPN-a su u nasoj studiji bile u korelaciji sa stadijumima tumorske
bolesti. Da bi odredili da li postoji razlika u koncentraciji OPN-a kod pre i
postmenopauzalnih bolesnica ispitivali smo koncentracije OPN-a kod bolesnica sa
benignim bolestima i bolesnica u poc¢etnim i uznapredovalim stadijumu malignih bolesti
u periodima pre i post-menopauze. Nasi rezultati pokazuju da je trend rasta osteopontina
kod pacijentkinja koje su u menopauzi znac¢ajno brzi sa malignim pogorSanjem bolesti
nego kod Zena u premenopauzi. Na osnovu rezultata dobijenih uporedenjem prosecnih
koncentracija OPN-a kod Zzena u menopauzi u odnosu na premenopauzu, ustanovljeno je
da kod bolesnica sa benignim tumorima, kao i u ranoj fazi razvoja maligniteta nema

znacajne razlike. U uznapredovaloj formi razvoja maligniteta ustanovljena je znacajno
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veca koncentracija OPN-a kod Zena u menopauzi u odnosu na bolesnice koje su u
premenopauzi, a u istom stadijumu tumorske bolesti. Shodno ovom zakljucku, kao i na
osnovu rezultata ROC — analize za dobijanje grani¢nih vrednosti OPN-a u odnosu na
menopauzu, potvrdeno je da nema signifikantne razlike. Zbog toga su u nastavku studije
grani¢ne vrednosti OPN-a odredivane u ukupnom uzorku Zzena, bez obzira na
menopauzu. Osetljivost OPN-a je manja kod premenopauzalnih bolesnica, ali se prema
epidemioloskim podacima bolest u ovoj dobi znatno rede javlja [7]. U radovima koje su
objavili Bautista i saradnici [197], posle odredivanja bazalnog nivoa OPN kod zdravih
Ispitanica, nivoi pre- i menopauzalnih ispitanica se nisu razlikovali (p>0,16) i ostali su

stabilni tokom 4 nedelje i nezavisni od hormonskih promena u menstrualnom ciklusu.

5.2. OPN u razli¢itim histopatoliSkim tipovima tumora jajnika

Kod bolesnica sa ovrijalnim tumorima ispitivali smo nivoe OPN-a u zavisnosti od
histoloskog tipa kancera. Nismo dokazali signifikantnu razliku u koncentraciji OPN-a
izmedu razli¢itih histoloskih tipova u grupi bolesnica sa benignim bolestima (p=0,621).
U grupi bolesnica sa benignim ovarijalnim cistama u nasoj ispitivanoj studiji najéesce
zastupljeno benigno oboljenje kod bolesnica u premenopauzi bilo je endometrioti¢na
cista jajnika (46,7%), zatim dermoidne ciste jajnika i cistadenofibromi. Koncentracije
OPN-a kod ovih pacijantkinja se nisu znacajno razlikovale od drugih benignih cisti
jajnika (p>0,01). Takode, u nasoj studiji nije bilo signifikantne razlike u preoperativnim
koncentracijama OPN-a kod razli¢itih histoloskih tipova ovarijalnih kancera (p=0,081).
Nakae i saradnici [177] su takode dosli do zakljucka da povisen nivo OPN ne zavisi od
histopatoloskog tipa kancera jajnika. Sto ukazuje na ¢&injenicu da svi oblici
histopatoloskih tipova ovarijalnog kancera pokazuju povisen nivo plazmatskog OPN-a.
Najvise vrednosti nivoa OPN bile su zastupljene kod kombinovanih karcinoma jajnika
(adenocarcinoma mixtum), dok su najnize vrednosti imali mucinozni (adenocarcinoma
mucinosum) ovarijalni kanceri bez statisticki znacajne razlike. Ipak ono $to je bitno
istaci 1 nasta nasi rezultati ukazuju je da se neki oblici ovarijalnog karcinoma mogli
detektovati samo OPN-om, ne i sa CA125. Mucinozni adenokarcinomi koji su u nasoj
studiji ispitivani imali su koncentracije markera CA125 ispod cut-off vrednosti za ovaj

marker, dok su koncentracije OPN-a bile vise (Me=468,5 ugr/L) u odnosu na definisane
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cut-off vrednosti (320 pgr/L). Iako su proseéne vrednosti koncentracija OPN-a
mucinoznih ovarijalnih karcinoma najnize u grupi malignih neoplazmi ovarijuma, one
su ipak vece od granicnih vrednosti izmedu benignih i malignih bolesti jajnika. Mada
pouzdan zakljucak o ovoj prednosti OPN-a treba potvrditi u ve¢im studijama sa velikim
brojem ispitanica iz razli¢itih centara, nasi dobijeni rezultati upucuju na ovaj zakljucak i
na potrebu daljeg ispitivanja u ovom smeru. Nakae i saradnici [177] su takode, u svojoj
studiji izneli slicna zapazanja. U opseznom istrazivanju koje su 2011. godine objavili
Yip i saradnici [34] od ispitivanih 259 kandidata za marker ovarijuma u serumu 500
pacijanata, 175 parametara je pokazalo znacajnu razliku u nivoima izmedu benignih i
malignih uzoraka. Devet najinformativnijih markera imali su razli¢itu diskriminantnu
snagu u razli¢itim histoloskim subtipovima ovarijalnog kancera, dok je kod mucinoznog
tipa samo CA72-4 imao znacaj u diferencijaciji pacijentkinja, pa se namece potreba za

novim markerima ili panelima markera u detekciji ovog tipa carcinoma.
5.3. OPN marker progresivnog napretka bolesti

Pored toga, dokazali smo da nivo OPN u plazmi korelira sa stadijumom tumorske
bolesti. U plazmi bolesnica koje su obuhvacene ovom studijom postoji statisticki
znacajna razlika u nivoima osteopontina izmedu bolesnica koje su u ranim, po¢etnim
stadijumima bolesti (FIGO I-I1) i onih koje su u uznapredovalim stadijumima bolesti
(FIGO 111-1V) p<0,01. Sa nasim rezultatima slazu se Coppola i saradnici [198]. Oni su u
svojim radovima potvrdili da pored povisenog nivoa OPN-a u tumorskom tkivu postoji i
korelacija izmedu nivoa OPN-a i stadijuma tumorske bolesti. Nakae i saradnici [177],
kao 1 Kim 1 saradnici [175] su precizirali da se svaki FIGO stadijum moze
okarakterisati sa odgovaraju¢om koncentracijom OPN-a, p<0,05. Nasuprot ovome
Tiniakos i saradnici [199] su miSljenja da ni histoloski tip ni klinicki stadijum nisu u
korelaciji sa koncentracijom OPN-a. Rezultati dobijeni u nasem radu ukazuju na
¢injenicu da se na osnovu nivoa koncentracije preoperativnog OPN-a, bolesnice mogu
svrstati u dve grupe: prvu grupu ¢ine bolesnice kod kojih je bolest u ranoj fazi (FIGO
I/1) kada su mogucénosti leCenja bolje, i u drugu grupu spadaju bolesnice kod kojih je
bolest uznapredovala (FIGO I1I/1V) i kada je leCenje neizvesnije. Koriste¢i cut-off

vrednost OPN-a od 760 pg/L, optimalne veli¢ine senzitivnosti i specificnosti su 78,8% i
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79,2%, (Tabela 27). Kada je potvrdena uloga OPN-a u inhibiciji apoptoze postalo je

jasno da progresija bolesti i pojava metastaza korelira sa povisenim nivoima OPN-a.
5.4. Odredivanje dijagnostickog i klinickog znacaja OPN testa

Dijagnosticki znac¢aj proteina OPN u predikciji ovarijalnih karcinoma je ispitan ROC
(Receiver Operating Characteristic) analizom i odredene su karakteristike testa:
dijagnosticka efikasnost testa, njegova senzitivnost, specifi¢nost i prediktivna vrednost
testa. Povrsina dobijena ispod ROC krive za bolesnice sa malignim tumorima u odnosu
na kontrolnu grupu zdravih ispitanica imala je vrednost od 94,6% (AUC = 0,946+0,019,
za p<0,0001). Na osnovu veli¢ine dobijene povrsine ispod krive (AUC = 0,946)
saznajemo da Ce ispitanice sa malignim tumorima imati 94,6% vecée Sanse nego zdrave
Ispitanice da imaju povisene vrednosti OPN (Grafikon 16). Visoka senzitivnost u
primeni ovog dijagnostickog testa sa odredenom graniénom vredno$¢u OPN-a u
predikciji malignog tumora jajnika obezbeduje minimalan broj lazno negativnih
rezultata (5,4%). Izborom grani¢ne vrednosti OPN-a od 240ug/L i sa ovako dobijenim
svojstvima testa obezbedena je mogucnost blagovremenog zbrinjavanja bolesnica. Za
ovu veli¢inu senzitivnosti pokazatelj specifi¢nosti testa je adekvatna mera od 78%
(Tabela 24). Kako su senzitivnost i specifi¢nost karakteristike testa zasnovane na
utvrdenoj grani¢noj vrednosti markera, prediktivne veli¢ine su uslovljene prevalencom
bolesti u delu populacije koja se testira. Za klinicara, bitna je procena da u okviru
uzorka ljudi koji imaju test-pozitivne rezultate stvarno postoji bolest. Obrnuto je u
slu¢ajevima negativnih rezultata testa. Pozitivna prediktivna vrednost (82,5) 1 negativna
prediktivna vrednost (88,6) za utvrdenu grani¢nu vrednost OPN-a od 240ug/L u pojavi

malignih tumora jajnika su zadovoljavajuce vrednosti.

U ovom radu smo ispitali performanse dijagnosti¢kog testa OPN-a u detekciji prisustva
epitelnih neoplazmi ovarijuma. ROC analiza je primenjena na odredivanje znacajne
grani¢ne vrednosti u grupi bolesnica sa benignom formom bolesti u odnosu na zdrave
ispitanice. I u ovom slucaju prioritetan selekcioni kriterijum za dijagnosticku korisnost
primene testa sa odredenom grani¢énom vredno$cu bila je veli¢ina povrSine ispod ROC
krive. Uporedenjem bolesnica sa benignim tumorima u odnosu na kontrolnu grupu

zdravih ispitanica dobijena je povrsina ispod ROC krive od 77,8% (AUC=0,778+0,048,
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za p<0,0001) (Grafikon 17). Za optimalnu cut off vrednost od 110,00 pug/L odredena je
senzitivnost od 88 % 1 specificnost od 62%. Ako se uporede senzitivnost kod malignih
tumora i1 kod benignih tumora u odnosu na vrednosti kod zdravih ispitanica, moze se
zakljuciti da je senzitivnost za cut off vrednosti od 110,00 pg/L neznatno manja kod
benignih u odnosu na senzitivnost za maligne tumore (91,2% prema 88.0%). Niza
specifi¢nost za odgovarajuce cut off vrednosti je u grupi benignih u odnosu na maligne
prema kontrolnoj grupi (78% prema 62.2%). (Tabela 25). Niza specificnost dobijena
primenom OPN testa kao markera za prisustvo benigne neoplazije ovarijuma, znaci
moguénost da ¢ak 37.8% rezultata bude lazno pozitivno. U slucaju benigne neoplazije
koja neposredno ne ugrozava zivot ili znatno ne umanjuje kvalitet zivota, prisustvo
veceg broja lazno-pozitivnih rezultata, prihvatljiva je alternativa za vecu senzitivnost.
Osnovna veli¢ina na osnovu koje se uporeduje dijagnosticka korisnost testova je veli¢ina
povrsine ispod ROC krive, to se na osnovu signifikantnosti oba testa moze zakljuciti da
njihova primena obezbeduje pouzdanu klasifikaciju i diferencijaciju bolesnih od
zdravih ispitanica.

Jedan od najvazZnijih kriterijuma u ispitivanju performansi tumor markera je njegova
sposobnost da odvoji bolesnice sa benignim adneksalnim masama od bolesnica sa
malignim karcinomima. Postojanje markera koji bi sa velikom osetljivoséu i
specifiéno§¢u mogao da klasifikuje bolesnice sa dijagnostifikovanim ovarijalnim
cistama na one kojima je hitno potrebna operacija i bolesnice ¢ije leCenje je moguce
konzervativnim metodama, predstavljalo bi veliki napredak u diferencijalnoj
dijagnostici tumora jajnika. ROC analizom vrednosti OPN-a izmedu benignih i
malignih bolesnica u naSem ispitivanom uzorku dobijena je povrSina ispod krive
87%(AUC=0,871, p<0,0001), (Grafikon 18). Cut-off vrednost OPN-a od 340 ug/L
imala je osetljivost od 80,7% 1 specificnost od 76% u diferencijalnoj dijagnostici
vrednosti OPN-a od 340 ug/L sa senzitivno$c¢u od 80,7%, moze se tvrditi da je u pitanju
maligna forma tumora epitela ovarijuma. Prethodno utvrdene grani¢ne vrednosti OPN-a
za pojavu benigne epitelne neoplazije ovarijuma od 110 pg/L i 240 ug/L za pojavu
maligniteta ovog oboljenja znaCe da ¢e znaCajna vecina bolesnica sa benignim
ovarijalnim tumorom imati koncentracije OPN-a u ovim granicama. Kako je, na osnovu

specificnosti dijagnostickog testa za maligntet ovarijuma, moguca pojava od 22% lazno
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pozitivnih rezultata, to je velika verovatnoca da bi se oni mogli na¢i u koncentracijama
OPN-a od 240-340 pg/L.

Ovi rezultati su u saglasnosti sa literaturnim podacima mnogih autora [175, 177, 201].

U ispitivanoj grupi bolesnica sa malignim neoplazmama jajnika (MT) u ovom
istrazivanju nalazile su bolesnice sa dijagnozom invazivni epitelni ovarijalni karcinomi
(EOC) i border-line tumori ili tumori niskog malignog potencijala (BLT-LMP). BLT
kojih je u nasem ispitivanom uzorku bilo 7, bili su seroznog i mucinoznog histoloskog
tipa i svi su pripadali FIGO | stadijumu bolesti. Testiranjem razlika u koncentraciji
OPN-a kod ova dva tipa malignih kancera nije dokazana statisticki znacajna razlika
(KW=0,006, p=0,937). Medijana vrednost koncentracije OPN-a kod BLT je bila 480
pgr/L, dok je kod EOC koji su FIGO I stadijum bolesti bila 450 ngr/L bez statisticki
znaCajne razlike. Nasuprot nasim rezultatima Tiniakos i saradnici [199], koji su
odredivali ekspresiju OPN imunohistohemijski, Western blott tehnikom i in situ
hibridizacijom dosli su do zakljucka da je ekspresija OPN veca kod border line tumora
sa niskim malignim potencijalom nego kod benignih tumora jajnika, ali je takode veca i
od koncentracije koja se nalazi kod invazivnih karcinoma. Autor ovog rad ukazuje na
¢injenicu da ukoliko se potvrdi da je ekspresija OPN-a vec¢a kod BL-tumora nego kod
tumora visokog stepena malignosti dobijamo intrigantan novi dokaz o ulozi OPN-a kod
LMP tumora jajnika. Ovo misljenje pokusali su da objasne Liapis i saradnici [200]
dokazavsi da karcinomi niskog malignog potencijala imaju manju ekspresiju o3
integrina za koje se vezuje OPN u poredenju sa invazivnim karcinomima, otuda dolazi
do izostanka malignog efekta OPN-a iako je on prisutan u visokoj koncentraciji. Nasi
rezultati pokazuju da je nivo OPN-a u plazmi povisen i kod kancera niskog i visokog

stepena malignosti.

5.5. Poredenje OPN sa drugim markerima u predikciji ovarijalnog

kancera

Osim evaluacije markera OPN-a u predikciji ovarijalnih kancera i stratifikaciji
bolesnica, uporedili smo njegove karakteristike sa dosada najces¢e koriS¢enim i najbolje

ispitanim tumor markerima CA125 i HE4. Sa ciljem da se unapredi specificnost
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pojedina¢nih markera u praksi se Cesto primenjuju i algoritmi. Algoritam rizika za
dobijanje ovarijalnog kancera (ROCA, Risk of Ovarian Cancer Algorithm) koji se
izraCunava iz serijskih merenja CA125 i interpretira kao bazi¢na vrednost u odnosu na
koju se posmatraju novoizmerene koncentracije CA125, je primenjen u dvema velikim
studijama [55, 56] koje ¢e pokazati (rezultati se o¢ekuju 2015.god) njegovu tac¢nost u
inicijalnoj dijagnostici kao i uticaj na smanjenje mortaliteta od OC. Indeks za dobijanje
maligniteta (RMI, Risk of Malignancy Index) je takode dizajniran sa namerom da
popravi specifi¢nost detekcije ovarijalnih kancera i predstavlja kombinaciju vrednosti
markera CA125, ultrazvu¢nog skora i menopauzalnog statusa. Medutim, mnogi autori
se slazu sa konstatacijom da primena ovih algoritama nije znaCajno unapredila
performanse samog markera Cal25 [110]. Danas se u klinickoj praksi najcesée koristi
algoritam ROMA (Risk of Ovarian Malignancy Algorithm) koji predstavlja kombinaciju
izmerenih vrednosti CA125 i HE4. Zato smo performanse OPN-a poredili i sa ovim
algoritmom za dobijanje ovarijalnog maligniteta. Nasi podaci svedoCe o najvecoj
dijagnostic¢koj korisnosti upotrebe ovog indeksa kada se utvrduje priroda postojeceg
tumora epitela ovarijuma. Poredenjem dijagnosticke efikasnosti OPN-a sa tumor
markerima Cal25 i HE4 je dokazano, da bez obzira na utvrdene minimalne razlike u
veli¢inama povrsina ispod ROC krive, te razlike, na usvojenom nivou pouzdanosti, nisu
znaCajne (Tabela 28, Grafikon 20). Zna¢i da se primena bilo koga od nabrojenih
markera u dijagnostickoj proceduri moze smatrati jednako pouzdanom. Kada se uporedi
dijagnosticki potencijal ova tri markera i ROMA indeksa u diferencijalnoj dijagnostici
ranih i kasnih stadijuma ovarijalnih karcinoma, nasi podaci potvrduju da su ROMA
indeks (AUC=0,992) i HE4 (AUC=0.955) znacajno boljih performansi (p<00,008;
p<0,026) od CA125(AUC=0,818) i OPN(AUC=0,857), (Tabela 29). Osim veli¢ine
povrsine ispod ROC krive to je izrazeno i najveCom senzitivnoS¢u 1 91,7% i
specifi¢noscu 90,9% ROMA indeksa u odnosu na ostale parametre.

Optimalna cut-off vrednost je definisana tako da omoguc¢ava najbolju senzitivnost i
specificnost za svaki biomarker. Kako ni jedan biomarker na pokazuje istovremeno
visoku specifi¢nost i visoku osetljivost pri odluci o cut-off vrednostima postoji
kompromis. Ako se poveca specificnost to dovodi da naglog smanjenja osetljivosti

markera. Kako je prevalenca OC vrlo niska (12,6 na 100.000 Zena) u generalnoj
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populaciji Zena potreban je marker dobrih karakteristika, sa senzitivnos¢u od 75% i
specifi¢nosc¢u od 99,6% da bi imao PPV od 10% u detekciji ranih stadijuma bolesti [40].
Sva dosadas$nja ispitivanja [34] pokazuju da ni jedan samostalan biomarker nema tako
dobre karakteristike i da je primena panela biomarkera neophodna u cilju poboljsanja
osobina potrebnih za klini¢ku upotrebu markera. Neki autori su pobolj$anje osetljivosti i
specificnosti OPN-a pokusali da reSe udruzivanjem ovog markera sa CA125 kako u
detekciji OC tako i u pracenju toka bolesti i pojavi recidiva [210]. Hwang i saradnici
[176] su predlozili panel od pet markera (OPN, CA125, leptin, prolactin i IGF-I1), koji
bi se odredivali u preoperativno uzetim uzorcima seruma bolesnica sa adneksalnim
masama. Komercijalni test OvaSure konstruisan od strane Yale i saradnika
predstavljao je kombinaciju: leptina, prolaktina, osteopontina, IGF-IlI, CA125 i MFI, i
prema podacima autora imao specifi¢énost od 99,4% za osetljivost od 95,3%. Medutim,
ovaj test nije zaziveo u praksi i nije doslo do njegove vece primene [34].

Pored multivarijantnih panela koji sadrze OPN, opisani su i brojni drugi paneli markera
za koje su autori smatrali da ¢e dati znaCajan benefit u detekciji ovarijalnih kancera:
OvPlex (Cal25, CRP, serumski amiloid, IL-6 i IL-8) [205], OVA1 (Cal25, transtiretin,
apolipoprotein Al, transferin i p2-mikroglobulin) [206], OvaCheck (CA125 i jos sedam
markera) [207] kao i mnogi drugi. Ipak ni jedan od predloZenih panela nije nasao
primenu u rutinskom radu klini¢ara pri dijagnostici ovarijalnih kancera. Razlozi su bili u
dugom 1 neefikasnom odredivanju ovako velikog broja markera, u nemogucnosti
reprodukovanja objavljenih dobrih rezultata, kao i u materijalnoj podrsci.

Brojne kontraverze su iznete kada je u pitanju boljitak u dijagnostici koji se dobija
primenom algoritama. Da li je i koliko ROMA indeks bolji od RMI u ranoj dijagnostici
kancera jajnika kao i u diferencijalnoj dijagnostici malignih i benignih tumora ostalo je
da se ispita u daljem uporednom odredivanju ovih algoritama na velikim uzorcima
ispitanica. Takode su podeljena misljenja o tome da li je i koliko HE4 bolji od CA125
[104-108]. Na osnovu svega iznetog sigurno je da su potrebna nova unapredenja u
dijagnostici i diferenciranju pelvi¢nih masa.

Mi smo udruzivanjem OPN-a sa CA125 dobili marker sa znacajno boljim
dijagnostickim performansama u predikciji ovarijalnih kancera, dok kombinacijom sva
tri ispitivana markera OPN+CA125+HE4 nije dobijen veéi boljitak u dijagnostickom

potencijalu AUC=0,945. Poznato je da udruZivanjem markera, koji nisu u jakoj
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medusobnoj korelaciji postoje vece Sanse za individualnim doprinosom svakog
pojedina¢nog markera. Nase tri markera su Pearson-ovom korelacijom (Tabele 32, 33,

34) pokazali jaku povezanost zbog ¢ega udruzivanjem nismo dobili zeljeni kvalitet.

5.6. Prognosticki znacaj OPN-a

Mnogi noviji dokazi podrZzavaju OPN kao potencijalni prognosticki faktor kod humanog
kancera. Medutim, uloga OPN-a u razvoju tumora je kompleksna i multifunkcionalna.
Javljanje OPN u tumorima razli¢itog porekla ukazuje da OPN igra klju¢nu ulogu u
formiranju tumorskih formacija i progresiji tumora. Njegove funkcije su ukljucene u
tumorgenezu i nezavistan rast transformisanih ¢elija, stimulaciju migracije, invazije
¢elija, vezivanje 1 aktivacija metaloproteinaza, spreCavanje apoptoze, ubrzanje
metastatske aktivnosti, kao i u stimulaciju proliferacije kancerskih ¢elija i progresiju
tumora [202-204].

U ovoj studiji dokazana je poviSena koncentracija OPN-a u krvi kod bolesnica sa
epitelnim ovarijalnim kancerom i prognosticki znacaj ovog markera. Ovaj porast
koncentracije je u jakoj asocijaciji sa kasnim stadijumima bolesti, seroznim histoloskim
tipom, suboptimalnom hirur§kom intervencijom i postojanjem rezidualnog tumora. Kod
bolesnica koje su u kasnim stadijumima bolesti, OPN predstavlja nezavistan
prognosticki indikator koji ukazuje na losu prognozu bolesti. Cox-ovom univarijantnom
regresionom analizom u ovoj studiji je pokazano da visi nivoi OPN i FIGO stadijumi
bolesti imaju najja¢i prediktorski uticaj i ukazuju na loSu prognozu bolesti (Tabela
36,37; Grafikon 26,27). Ovarijalni kancer je najsmrtonosniji ginakoloski malignitet [6].
Jedan od razloga je Cinjenica da u ranim fazama bolest ,.tece tiho* i asimptomatski. U
vreme postavljanja dijagnoze najvec¢i broj bolesnica je ve¢ u odmaklim stadijumima
bolesti [40]. Ono Sto karakteriSe ovu bolest su ¢este ponovljene forme bolesti. Napredak
u prezivljavanju bolesnica je postignut u poslednjih desetak godina sa boljim
terapeutskim lekovima, ali smrtnost od ove bolesti je ostala nepromenjena.
Manifestacije 1 simptomi bolesti se razlikuju od slucaja do slucaja. Biomarker koji bi

mogao da predvidi pojavu bolesti pre pojave klini¢kih simptoma mogao bi da pomogne
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u postavljanju individualne terapije. U kombinaciji sa drugim prognostickim
indikatorima, ovaj novi biomarker bi doprineo subklasifikaciji pacijentkinja i boljoj
individualnoj terapiji [208, 209].

5.7. Faktorska analiza i diskriminantna analiza klinickih parametara

koji se koriste u predikciji ovarijalnih tumora

Jedan od razloga velike smrtnosti bolesnica od ovarijalnog kancera je i nedostatak
precizne dijagnosti¢ke metode koja ukljucuje visokoosetljive i specifi¢ne laboratorijske
markere u ovoj bolesti. Faktori rizika za dobijanje malignih tumora jajnika su:
reproduktivni faktori (infertilitet, kasne trudnoce), kasna menarha, rana menopauza,
supstituciona terapija estrogenom kontinuirano u period od 10 godina, pozitivna
porodi¢na istorija (5-10% ovarijalnih kancera su nasledni), genetske faktore rizika
(supresor gene (BRCAL/2) i onkogene), kao i nacin Zivota [16-20]. Ipak, u ovoj studiji
nije dokazana statisticki znacajna razlika u broju porodaja i pobafaja Zena izmedu
grupa. Ipak, u menopauzu su usle znacajno ranije Zene sa malignim tumorom u odnosu
na zdrave zene (Tabela 5). Kasna menarha kao jedan od faktora rizika je u rezultatima
dobijenim u ovom radu potvrden. Bolesnice sa dijagnozom malignih tumora su menarhu
dobile u prosecno najvecoj starosti (13,7£1,76), statisticki znacajno u odnosu na ostale
ispitanice (F=4,082, p=0,019) (Tabela 5). Rezultati ove studije su pokazali da ispitanice
sa pozitivnom porodicnom anamnezom imaju Sest puta vecu Sansu da obole od
karcinoma jajnika, $to je u saglasnosti sa literaturnim podacima. Povecana telesna tezina
je u pozitivnoj korelaciji sa kancerima ovarijuma. Visok BMI moze da bude faktor
rizika pogotovo kod premenopauzalnih Zena. Rezultati ove studije potvrduju pomenute
literaturne podatke.

Veli¢ina tumora nije uticala na stepen malignosti ovarijalnog tumora, najveci broj
malignih tumora je imao tumore dijametra 5-10cm. Multi lokularnost i pojava ascita su

bile karakteristike malignih tumora jajnika (Tabela 7).
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Diskusija

U cilju redukcije velikog broja podataka kojima se raspolaze u klini¢koj praksi u
predikciji prirode adneksalnih tumora i njihovog grupisanja u manji broj podgrupa koje
su odgovorne za najveci procenat varijabilnosti njihovih originalnih vrednosti
sprovedena je preliminarna faktorska analiza. U ovom radu primenjen je
najjednostavniji oblik faktorske analize, analiza glavnih komponenti (PCA) kojom su
izdvojene podgrupe promenljivih oznacene kao ,,faktori“i koje predstavljaju osnovne
dimenzije svih ispitivanih parametara. Faktori ili komponente su izdvojeni na osnovu
ukupne varijacije u jednom setu podataka, ¢ime su identifikovane tri grupe Kklastera:
anamnesticki, ultrazvucni i laboratorijski. Dokazano je da su sva tri faktora dobri
diskriminantni faktori izmedu benignih i malignih tumora jajnika.

Diskriminantna analiza je primenjena sa ciljem da se u odnosu na prisustvo malignog
oboljenja jajnika (prediktanta), odredi pripadnost ispitivanog skupa varijabli
(prediktora) iz prethodno identifikovanih grupa. U grupi anamnesti¢kih podataka ¢iji je
prediktorski znacaj ispitivan udruzeno, nadjen je dobar diskriminantni faktor izmedju
grupe benignih i grupe malignih tumora. Korektno je klasifikovano 84,8% analizom
obuhvacéenih slué¢ajeva. U grupi benignih 86,7% a grupi malignih 83,3% sluéajeva
korektno je klasifikovano. Nasi rezultati ukazuju da su bolji rezultati klasifikacije
postignuti su u grupama ultrazvucnih i laboratorijskih prediktora. 91,4-91,9% slucajeva
korektno je klasifikovano na osnovu primenjenog diskriminantnog faktora izmedu

grupa (Tabela 38). Sa ovim rezultatima se slazu i drugi autori [186].

U zaklju€ku ovih istrazivanja se moze re¢i da ispitivani OPN ima dobar dijagnosticki
potencijal u predikciji ovarijalnih kancera, kao i u Klasifikaciji benignih i malignih
ovarijalnih tumora tj. u pravilnoj trijazi bolesnica. Takode je potvrden njegov
prognosti¢ki znacaj i dokazano je da kod bolesnica koje su u kasnim stadijumima
bolesti, OPN predstavlja nezavistan prognosti¢ki indikator koji ukazuje na loSu
prognozu bolesti. Ova studija takode upucuje na mogucnost ukljucivanja OPN u
markerske panele koji bi bili prihvacéeni u klini¢koj praksi i ¢ija primena je neophodna u
eri personalizovene medicine, kada se postojece terapije Sirokog spektra menjaju
individualnim pristupom ka ciljnim molekulama. 1zbor novih terapijskih sredstava je

povezan sa novim saznanjima o markerima kancera jajnika.
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Zakljucci

6. ZAKLJUCCI

Na osnovu svega izloZenog moze se zakljuciti sledece:

U ispitivanoj studiji pokazana je statisticki znacajna razlika u koncentraciji glikoproteina
OPN-a u plazmi izmedu sve tri ispitivane grupe. U grupi bolesnica sa karcinomima jajnika
medijana koncentracije OPN u plazmi je iznosila 900 ug/L (95%CI 1145,7-2182,83 ug/L),
kod bolesnica sa benignim bolestima jajnika vrednost medijane je bila 250 pg/L (95%ClI
238,27-332,09 pg/L), dok je u grupi zdravih ispitanica bila 70 pg/L (95%CI 99,5-192,2

Mg/L). Statisticki najvise vrednosti su bile u grupi bolesnica sa malignim tumorima.

Nije dokazana statisticki znacajna razlika u vrednostima osteopontina u grupi bolesnica sa
benignim tumorima jajnika u odnosu na razli¢ite histopatoloske tipove tumora. Kod bolesnica
sa malignim tumorima postoji znacajna korelacija izmedju vrednosti osteopontima u odnosu
na histoloSku dijagnozu. Vise vrednosti osteopontina znacajno su ¢eS¢e u korelaciji sa

seroznim, kombinovanim i ,,clear cell* karcinomima.

Vise vrednosti OPN-a su u korelaciji sa vi§im stadijumima tumorske bolesti, postojanjem
rezidualnih tumora i suboptimalnim hirurskim intervencijama. Dokazana je statisticki
znacajna razlika U nivoima osteopontina u ranim i kasnim FIGO stadijumima tumorske
bolesti: FIGO I/11 vs FIGO 11I/1V. Takode, trend kretanja nivoa OPN-a od benignih bolesti
ka pocetnom stadijumu (FIGO I) malignih bolesti bio je pozitivan, a sa pogorSanjem bolesti
taj trend rasta ima znacajan korelacioni koeficijent. Ovo je karakteristi¢no kako za pre tako i

za postmenopauzalne bolesnice.

Grani¢na vrednost OPN-a od 240ug/L (91,2% senzitivnost i 78% specifi¢nost) odredena je
ROC analizom, kao pouzdani dijagnosticki kriterijum za predikciju maligniteta ovarijalnog
tumora tako da se iznad ove grani¢ne vrednosti moze naéi signifikantan broj obolelih od

malignog tumora ovarijuma.(AUC=94,6%).
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10.

11.

Uz dijagnosti¢ku korisnost primene markera OPN-a od oko 78% moguce je, uz grani¢nu
vrednost koncentracije od 110,00 pg/L (senzitivnost od 88 % i specifi¢nost od 62%),

detektovati slucajeve benigne neoplazije ovarijuma, iznad ove koncentracije.

Grani¢na vrednost OPN-a od 340 pg/L mozZe posluziti kao dodatni kriterijum u
diferencijalnoj dijagnostici benigne i rane faze maligne forme bolesti, jer se sa
verovatnoc¢om od preko 80% iznad ove koncentracije nalaze bolesnice kod kojih je

benigna presla u malignu formu ovarijalnog tumora.

Grani¢na vrednost OPN-a od 760 ug/L uz optimalne veli¢ine senzitivnosti od 78,8% i
specifi¢nosti od 79,2%, predstavlja predikcionu vrednost dijagnostickog testa od oko 86%
verovatno¢e za diferencijalnu dijagnostiku rane faze (FIGO I/1l) u odnosu na kashu fazu

(FIGO 111/1V) maligne bolesti epitela ovarijuma.

Koncentracije tumor markera CA 125, HE4 kao i ROMA indeksa statisticki znacajno se
razlikuju izmedu grupe sa malignim tumorima u odnosu na grupu sa benignim tumorima
jajnika i kontrolnu grupu ispitanica, osim kod Cal9.9 i CEA, gde medju grupama nije

dokazana znacajnija razlika.

U sluéajevima benignih tumora ovarijuma ne postoji znafajna povezanost koncentracija
OPN-a sa drugim markerima, kao ni sa ROMA indeksom, dok je kod zdravih ispitanica

znac¢ajna povezanost dokazana izmedu osteopontina i CA125.

Osteopontin je u visoko signifikantnoj pozitivnoj korelaciji sa ostalim uporedivanim
markerima CA125 i HE4, kao i sa ROMA indeksom kod postojanja malignog tumora

ovarijuma.

Uporedjenjem povrsina pod ROC krivom, kao pokazatelja korisnosti dijagnosti¢kih markera,
izmedju OPN-a i ostalih markera: Cal25, HE4, kao i ROMA indexa, zakljuceno je da nema
statisticki znacajne razlike u ovim veli¢inama, bilo da se dijagnostikuje pojava maligniteta ili
progresija maligne bolesti ovarijuma iz rane u kasnu fazu. Primena bilo koga od uporedivanih

markera u dijagnostickoj proceduri moze se smatrati jednako pouzdanom.
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12.  Udruzivanje OPN sa postoje¢im markerima u panel markera OPN+Cal25 ili OPN+HE4

moze da popravi njihovu senzitivnost, specifi¢nost i predikcioni potencijal. Najbolji efekat se

dobija kombinovanjem sva tri tumor markera OPN+CA125+HE4 (povrsina ispod ROC krive

je 94,8%, specifi¢nost 92%, i osetljivost 83,2%).

13.  Univarijantnom Cox-ovom regresionom analizom najbolju prediktivhu vrednost na ishod

bolesti imaju, osim povisene koncentracije OPN>240 pg/L i FIGO stadijum bolesti.

Dokazano je da je vrednost osteopontina kao atributivnog obeleZja podeljena u vrednost

ispod i iznad 240 pg/L prediktor sa dva puta veCom Sansom za smrtni ishod (HR=2,031).

14. Kada se u Cox-ovom regresionom modelu za cut-off vrednost uzme koncentracija OPN-a od

760 pg/L prediktorska snaga OPN-a se zna¢ajno povecava i bolesnice sa OPN-om visim od

760 pg/L imaju preko 6 puta vecu verovatno¢u smrtnog ishoda. U ovom modelu pored FIGO

stadijuma bolesti koji ima najja¢u prediktorsku snagu, prediktori koji uveéavaju $ansu za

smrtni ishod su i rezidualni tumor, visi histoloski gradus, visi nuklearni gradus, kao i veca

starost ispitanica.

15. Kaplan-Meier-ova kriva prezivljavanja dokazuje statisticki zna¢ajnu razliku u verovatnoci

preZivljavanja ispitanica sa OPN ispod 240 pg/L i iznad 240 pg/L (Logrank test=4,656,

p<0,031), a naro¢ito OPN-a ispod i iznad 760 pg/L(Logrank test=28,752, p<0,0001).

16.  Veliki broj podataka kojima se raspolaze u klini¢koj praksi predikcije prirode adneksalnih

masa grupisan je faktorskom analizom glavnih komponenti u tri klastera identifikovana kao

anamnesticki, ultrazvucni i laboratorijski. Diskriminantnom kanonickom analizom pokazano

je da su najsnazniji prediktori kod diferencijacije malignih od benignih tumora: starost

pacijentkinja, porodi¢na anamneza, simptomi, i BMI od anamnesti¢kih varijabli, a od

ultrazvu¢nih prisustvo metastaza, ascita i lokularnost tumora. Roma indeks i markeri (OPN,

HE4 i CA125 sa sliénim udelom), kao i sedimentacija eritrocita i CRP od laboratorijskih.
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Npunor 1.

W3jaBa o aytopcray

NoTnucanvi-a MupjaHa Munusojesuh, mr sci

Opoj] ynuca | | ) _ P —

UzjaBrbyjeM

fia je JOKTopCKa gucepTtauuja nog Hacnosom

“3Hayaj ogpebuBara KOHUeHTpayuje OCTEOMOHTUHA y N/Ia3mMm K30 10Ka3ate/ba

rpUCYCTBa MallMrHUX TyMopa jajHuKa" ,

e pE3yNTat CONCTBEHOr UCTPaXuBaykor paaa,

e [1a NpeanoXeHa guceprayuja y yenuHu HU y genosumMa Huje buna npegnoxexa
3a pgobujatbe 6UNO Koje aunnome Mpema CTyAuvjCKuM nporpamuma  [gpyrvx
BYICOKOLLIKOMCKUX YCTaHoBa,

e [la CY pe3ynTaT¥ KOPEKTHO HasegeHn U

e 13 HUCaM Kpwwo/na aytopcka npasa ¥ KOPUCTUO WUHTENEKTyasiHy CBOJUHY
Apyrux nuua. ;

floTnuc gokropadga




[Tpunor 2.

M3jaBa O UCTOBETHOCTH WITamMMaHe U eNneKTpPoHCKe
Bep3uje OOKTOPCKOr paga

me v npesume aytopa _ MupjaHa Munnsojesuh

bpoj ynuca _ — = - =
,ﬂ OKTOpPCKe crque n3 Me,qmuMHCKe 6woxenm;e

Ctyavjcku nporpam

3Ha yaj o,qpebwsarba KOHLUeHTpavuuje ocreonoHTMHa y naasmu

Hacnos paga ___ Kao nokKa3artésba NpucCyCcTBa MairHnx TyMopa jajHnKa
MeHTop flpog. ap Harawa lMetpoHujesunh

MoTnucaHu  MupjaHa MummBojesuh

v3jaBrbyjemM fAa je wramMnaHa Bepsuja Mor JOKTOPCKOr paja MCToBETHA eneKTPOHCKO]
BEep3uju  KoJy Cam npegaolna 3a objasrbuBake Ha noprany Aururandor

penoauTopHjyma Yuusepauteta y Beorpagy.

[ossosbaBam ga ce objase MOjU RIMYHU Nojauy Be3aHu 3a ﬂOﬁWjane akaaemckor
3Batba AOoKTOpa Hayka, Kao LWTOo Cy uMe v npesume, roguHa v MecTo pofjera v gaTym

onbpaHe paga.

Osu nNvyYHK noadauu mMory ce objasutv Ha MpexHuMm CcTpaduuama  AUTUTaNHE
6uEnvoTeKe, Y ENEeKTPOHCKOM Kartanory v y nybnukauvjama YHusepauteta y beorpasy.

[ToTnuc gokropaHga

Y beorpaay, 16.12.2014.
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[Tpunor 3.

U3jaBa o kKopulhetby

Osnawhyjem YHuBep3uTeTcky 6ubnuoTteky .Csetosap Mapkosuh® aa y [urutaniu
PEno3uTOPHjyM Yuusep3uteta y beorpagy yHece MOjy [OOKTOPCKY guceprauyujy noag

HaCnmoBOM.

“3Ha '—laj o,qpefjmsarba KOHuEHTpaume OCTEOMOHTUHA Y 71a3Mm Kao nokasatesba

apea =
= [ i mE T
[T -

npmcycha MEU'MFHMX Tymopa jajHMKa

Koja je moje ayTopCKo AEeNO.

[ucepTtayujy ca cBuM ApyUno3vmMa npenao/na cam y eneKrpoHCKOM chopmMaTy MOrogHOM

3a TpajHO apxvusvparse.

Mojy [OKTOPCKY aucepTayujy noxpameHy y [Aurvtandy penosuTopujyMm YHusepsuteta
y Georpany Mory fia Kopucte ceu Kkoju nowTyjy oapenbe cagpxaHe y onabpaHom Tuny
nuueHue KpeatvsHe 3ajefiHnUE (Creative Commons) 32 Kojy cam C€ oany4uo/na.

1. AyTOpPCTBO
@Aympcmo - HekomepuujanHo
3. AyTOpCTBO — HekomepuvjanHo — bes npepane
4. AyTOpCTBO — HekoMepuujanHo — AenuTu nog uctuM ycnoesnmd
5. Aytopcteo — bes mpepage .
6. AyTOpPCTBO — Aenuiv noj uctnu ycrosuma

(MonuMmo Aa 3a0oKpyxuTe CaMmo jep.Hy of wWecT noHyheHux svueHud, Kpatak onuc
AvueHUy Aat je Ha nosnefuuu nucra).

MoTnuc gokropaHad

6. 142 2ol%.

Y Beorpaay,’ /
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1 AyTopcTBO - [1l03B0sbaBaTe ymHOXABALE, AUCTPUOYUU]Y ¥ jaBHO CAONUITABANEC
aena, v Npepaae, ako Ce HasBeAe vumMe 3yTopa Ha HauvuH oapeljeH oa crpane ayropa
unKu 4asaoua NuUEeHUe, 4ak u y komepuujante cepxe. OBo je HajcnoboaHuja og Caoux

nuyueHyw.

2. AyTopcTBO — HekomepyujanHo. [lososbasate ymHoxasake, AUcTpubyumjy u JaBHO
caonuwiTagaibe gena, v npepane, ako ce Hasede vmMme aytopa Ha HauduH oapeheH on
cTpaHe aytopa wnu gasaoua nuueHue. OBa nuuyeHua He A03BO/bABa KOMEPUMjanHy

ynoTpeldy aena.

3. AytopctBo - HekomepuuwjanHo — 6e3 npepage. [lo3Bosbasate ymHOXaBarbe.
aucTtpubyuujy v jaBHo caonwTasatbe gena, b6e3 npomeHa, npeobnukosawa unu

ynotpebe gena y csoM feny, ako ce Hasefle vUMe aytopa Ha HauuH ogpeRfeH on
cTpaHe aytopa wnu gasaoua nuuexue. OBa nMUEHUA He [03BObaBa KOMEpPUMjanHy
ynotpeby gena. Y ogHOCY Ha cBe octane nvueHuye, 0BOM MUUEHLOM Ce OrpaHvuiaBa

Hajsehu 0bum npasa kopuwhewa gena.

4. AyTOopCTBO - HEKoMepuujanHo — fenutu nog uctum ycnosuma. [o3sorbasarte
yMHOXaBawe, AuCTpubyuujy v jasHo caonwitasawe gena, u npepage, ako ce Hasefge
nMe ayTopa Ha Ha4duH ogpeleH of cTpaHe ayTopa vunu faBaoua NuuUeHuUe U ako ce
npepaga guctpubyupa noa uctoMm uvnu cnudHoMm nuueduyom. OBa nuueHua He

N03BOsbasa komMepuujanHy ynotpeby gena v npepaga.

5. Aytopcteo — 6e3 npepapge. [lossoreaBate ymHoXaare, AUCTPUDYLUjY vijaBHo
caoniuTasawe gena, bes npomeHa, npeobnukosawa unu ynotpebe gena y csom geny,

.aKo ce Hasefe umMe ayTopa Ha HadwvH ogpehieH og crtpaHe aytopa wnu pgasaoua
nuueHue. Osa nuueHya 403B0rbasa kKoMepuvjanHy ynortpeby gena.

6. AytopctBO - fenutu noj wuctuMm ycnosuma. [lossosbasate YMHOXAaBame,

avcTpubyuujy v jasHo caonuitasawe flenia, v apepaje, ako ce Haseae vimMe aytopa Ha
HayuH oapefleH of cTpaHe aytopa vwnu fgasaouya nuueHue “ ako ce npepaga
auctpubyupa nofJ wuUctoM unu cnvdHom nuueHuyom. Osa nvueHUa [03BOSbLaBa

KomepuujanHy ynotpeby gena v npepaga. CnuyHa je cocTBepckuMm nuueHUama,
O1HOCHO nuLeHUamMa OTBOPEHOr Koga.
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